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RESUMO

A gramicidina € um pentadecapeptideo linear antimicrobiano produzido pelo Bacilus
brevis e ativo contra bactérias Gram positivo. O método microbioldgico turbidimétrico
€ preconizado para o doseamento de gramicidina (USP 31 e BP 2007). Contudo,
nao se conseguiu reproduzir a metodologia farmacopéica em laboratério. Além
disso, o método por difusdo em agar, uma outra alternativa para o doseamento, nao
€ descrito para este antibidtico. Em vista do exposto, os objetivos deste trabalho
foram desenvolver e validar os métodos microbioldgicos, por difusdo em agar e
turbidimétrico, para o doseamento da gramicidina. O método em placas foi
desenvolvido empregando o agar nutriente e Kocuria rhizophila ATCC 9341 como
microrganismo teste. Foram utilizados dois delineamentos: retas paralelas 3x3 e
5x1. A validagcdo do método demonstrou ser linear a relagdo entre o diametro dos
halos de inibicao e o logaritmo da concentragdo numa faixa de 5 a 25,3 ug/ml. Os
resultados obtidos por ambos os delineamentos foram precisos (desvio padrao
relativo, DPR, para precisao intra-dia: 0,81 — 3x3; 1,90 — 5x1; DPR inter-dias: 1,35 —
3x3; 2,64 — 5x1), exatos (intervalo de tolerancia a 95% dentro dos limites permitidos)
e com veracidade adequada (erros sistematicos nao significativos). Além disso, o
método foi seletivo com limites de deteccao e quantificacado inferior e superior iguais
a 2,00; 5,00 e 25,3 ug/ml, respectivamente. Nao foi observada diferenca entre a
precisao dos delineamentos empregados no método de difusdo em agar (p>0,05). O
método turbidimétrico utilizando caldo GCLT (formulacdo desenvolvida no
laboratério) e Enterococcus hirae ATCC 10541 foi validado. Também foram
empregados os delineamentos 3x3 e 5x1. A curva analitica demonstrou ser linear a
relagdo entre a porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano e a
concentracdo de gramicidina no intervalo de 0,08 a 0,88 pg/ml. Os resultados
obtidos por ambos os delineamentos também foram precisos (DPR intra-dia: 0,18 —
3x3; 2,32 — 5x1; DPR inter-dias: 0,69 — 3x3; 2,47 — 5x1), exatos e com veracidade
adequada. Os limites de detecgao, de quantificagao inferior e superior foram iguais a
0,06; 0,08 e 0,88 pg/ml, respectivamente. Quando o delineamento 3x3 foi utilizado
para o método turbidimétrico, resultados mais precisos foram obtidos. Foi verificada
a inexisténcia de diferenca significativa entre as precisdes dos dois métodos quando
o delineamento 3x3 foi empregado e nem quando o 5x1 foi utilizado.

Palavras chaves: gramicidina, método por difusdo em agar, método turbidimétrico.



ABSTRACT

Gramicidin is a linear N-formylated pentadecapeptide-ethanolamide complex and
active against Gram-positive organisms. It was first isolated from Bacillus brevis. The
turbidimetric method is described in the United States Pharmacopoeia and British
Pharmacopoeia to analyze gramicidin. Moreover, the results obtained in this assay
were no satisfactory. The diffusion method is no described to analyze gramicidin. The
present study reports the development and validation of the microbiological assays,
applying the cylinder-plate and tube-assay, for the quantitation of gramicidin in raw
material. The cylinder-plate method was developed using nutrient agar and a strain
of Kocuria rhizophila ATCC 9341 as the test organism. The 3x3 and 5x1
experimental designs were applied. The validation of the method demonstrated that
the method was precise (intra-assay: R.S.D. 0.81 — 3x3; 1.90 — 5x1; inter-assay:
R.S.D. 1.35 — 3x3; 2.64 — 5x1), accurate (the 95% tolerance interval obtained was
totally included within the acceptance limits) and selective. The calibration curve was
linear from 5.00 to 25.3 pg/ml. The detection, lower and upper quantification limit
were 2.00; 5.00 and 25.3 pg/ml, respectively. The F-test indicated that there is no
significant difference between the two designs applied in the diffusion assay. The
turbidimetric method was developed using GCLT broth (formulated in the laboratory)
and Enterococcus hirae ATCC 10541 as the test organism. Also the 3x3 and 5x1
experimental designs were applied. The calibration curve was linear from 0.08 to
0.88 pg/ml. The results obtained in this assay were precise (intra-assay: R.S.D. 0.18
— 3x3; 2.32 — 5x1; inter-assay: R.S.D. 0.69 — 3x3; 2.47 — 5x1) and accurate (the 95%
tolerance interval obtained was totally included within the acceptance limits). The
detection, lower and upper quantitation limit were 0.06; 0.08 and 0.88 ug/ml,
respectively. When turbidimetric assay was used, the 3x3 design was more precise
than 5x1. The F-test indicated that there is no significant difference between the

precision of two methods (p>0,05).

Keywords: gramicidin, diffusion assay, turbidimetric method.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ... ettt et e e e e et e e e et e e e e e e e eanaas 11
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e s snae e eeaaaeeesannnsnnees 14
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e e e et e e e e e e e e s a e eeaaaeeeeeannnneees 19
1 INTRODUGAO ...ttt ettt e et e e e ee et e eee e e e 20
2 OBUJETIVOS ...ttt e ettt e e e e e e e st et et eaeeeaaaanssas e e eeaaaeeesennnsseeeaeeaeeeaans 25
R B O o] 1= (1Yo T = | PSRRI 26
2.2 ODbjetiVOS €SPECITICOS .....eiiiiiiiiiiiiei e e e 26
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt ettt 27
3.1 Origem e obteng@o de gramiCidinas ...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiie e 28
3.2 Gramicidina — propriedades fiSiCO-qQUIMICAS.........cccooeiiiiiiiiiii e, 29
RGN Y [=Yor= a1 g Lo s Je [ 1R= Tor= Lo 31
3.4 Especialidades farmacéuticas € SEU eMPrego ...........uueeeveieiiiiiiiiiiiiiiee e 34
3.5 Métodos de doseamento MICrobiOlOGICO ......vivieiiiiiiiiiee e e 35
3.6 Delineamentos de ensaios MiCrobiolOgICOS........coviiviiiiiiiiiiis e 54
3.7 Métodos para doseamento da tirotricina e gramicidina .............ccceeeeeeeiiiiiiiiiiiieeneeen, 57
3.8 Validagao de métodos analitiCoS ........coceuiuuuiiiii i e 65
A MATERIALS ..ottt e e oo et sttt e e e e e e e e s e e et e e e e e e e eaannntaeeeeaaeeeeaans 75
4.1 MicrorganiSmOS PAAIEO .......ceiiiiiuuuiieiiiee e ettt e e e e e s e e e e e e e s s e e e e e e e e e e anneeees 76
B N ¢ 410 1= - PP 76
G (== Yo = o (= 76
R |V 1= o T o L= o1 1 U = T 76
4.5 Vidrarias € outros Materiais ...........coovviiiiiiiiiiiiiiieiee e 76
G Lo [T o= 4= (o 1= 77
A T U oo 1= 3PP 77
5 IMETODOS. ... .ottt ettt sttt s et b et s et b e st e b esesbese st ese s esesses et e s e s ese e be e sbenestenis 78
5.1 Controle da matéria-prima ......ccccoooiiiiieeeee e 79
5.2 Preparo de Material ..........coooeiiiiiiii e 80
5.3 Desenvolvimento do método de difusdo em &agar com meio de cultura para
=101 o] o oo t-31 o Rt H SRRSO P SRR OURRO 80
5.4 Desenvolvimento do método de difusdo com agar nutriente..................................... 84
5.5 Validagdo do método de difusdo com agar nutriente ...............cccoooe, 86
5.6 Doseamento de gramicidina matéria-prima empregando o método de difusdo em agar
LU T=T o1 = 94
5.7 Calculo de poténcia pelo método de difusdoem agar.............ccccooeeeiieiinee, 96
5.8 Método turbidimétrico para doseamento microbiolégico de gramicidina segundo
ComMpPENdios OfiCIAIS ....ceeeieeieeeee e 97
5.9 Desenvolvimento do método turbidimétrico para doseamento microbiolégico de
(o= o a1 o |1 0 = PP PURPPPP 99
5.10 Validagdo do método turbidimétrico ... 101
5.11 Doseamento de gramicidina matéria-prima empregando o método turbidimétrico 110
5.12 Calculo de POteNCia ........ccooiiiieiiee 112

5.13 Estudo da interferéncia de peptonas na atividade de gramicidina contra E. hirae. 112
5.14 Calculos estatistiCos ... 113



6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt 116

6.1 Controle da matéria-prima utilizada.......................... 117
6.2 Desenvolvimento do método de difusdo em &agar com meio de cultura para
=Yg (] o] To] (et ot o e USROS 119
6.3 Desenvolvimento do método de difusao utilizando agar nutriente ........................... 126
6.4 Validacdo do método de difusdo com agar nutriente ..............ccoeeeeee . 135
6.5 Doseamento de gramicidina matéria-prima empregando o método de difusdo em agar
LU T=T o1 = 154
6.6 Método turbidimétrico para doseamento microbiolégico de gramicidina segundo
ComMpENdios OfiCIAIS ....cceeeee e, 157
6.7 Desenvolvimento do método turbidimétrico para doseamento microbioldégico de
Lo =0 11T 11 = S 160
6.8 Validagdo do método turbidimeétrico ... 168

6.9 Doseamento da gramicidina matéria-prima empregando o método turbidimétrico .. 184
6.10 Comparacdao entre os métodos desenvolvidos: difusdo em placas e

L8 [ o] T 1 4 T= ] {1 T 1 186
6.11 Estudo da interferéncia de peptonas na atividade de gramicidina contra E. hirae. 186
7 CONCLUSOES ...ttt e ettt e e te sttt eae e e eae e 190
4% B =3 (o T [o T8 oY) e [ 1 U Y= Lo T =T 0 0 =T =T 191
7.2 Método turbidimEtriCO ....uueeiiiee e 192
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 193
APENDICES ...ttt ettt ettt et e et e et et et e et e et e et e ereeae et e eaeeaeern e 207

ANEXOS ... 252



Lista de Tabelas 11

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Apresentagdes farmacéuticas comercializadas no Brasil, contendo a associagao
gramicidina, nistatina, sulfato de neomicina e acetonido de triancinolona, e seus respectivos
1Yo L1 (o = 22
Tabela 2. Atividade bioldgica da gramiciding S............ooooiiiiiiii e 59
Tabela 3. Atividade biologica da gramicidina S contra bactérias Gram-positivo, Gram-
NEJALIVO € |EVEAUNA. ....eiiiiiiiie et e e e e e e e st e e e e e e e e 59
Tabela 4. Descrigdo dos métodos turbidimétrico existentes para doseamento da tirotricina
e gramiciding . ... et 62
Tabela 5. Condigbes cromatograficas para determinacdo de polimixina B, neomicina e
(o= o g1 o 1 = TR PP PPPPPPPRPRPR 65
Tabela 6. Classificacdo dos testes segundo sua finalidade..................cc.cc, 66
Tabela 7. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua
L1 E= 1o =T L= PRSP 66
Tabela 8. Concentragdes das solugdes de trabalho e diluentes utilizados. ......................... 81

Tabela 9. Concentragdes das solugdes de trabalho de gramicidina, diluentes e niumero de

PlAcas ULIIZAAAS (N). ...vuurriiiiiiiiiiiiiiii e e — e aaa e aaaasaaeaassaassnnnsnnssanssnnnnnnnnnnns 84
Tabela 10. Concentragdes das solugdes de teste e diluentes utilizados. ............................ 97
Tabela 11. Concentragdes de indculos testadas. .............cco 98
Tabela 12. Concentragbes das solugdes de teste e diluentes utilizados. .......................... 100

Tabela 13. Valores médios + dp dos halos de inibigdo (mm) obtidos para K. rhizophila
empregando inéculo a 0,25% e solugdes de gramicidina a 15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 pg/ml
preparadas em diferentes diluentes (N=5). ......oooo i 124
Tabela 14. Valores médios + dp do didmetro dos halos de inibicdo (mm) obtidos para K.
rhizophila empregando inéculo de concentracéo 0,25% e solugdes de etanol 0,48 a 7,60%
(VIV) preparadas em tampao N°3 (NT6).......ccceeiiieiiieiieeiie e esiee e sree et sree e e sneeeneas 129
Tabela 15. Parametros de curva analitica (intercepto - a, inclinagdo - b, coeficiente de

correlacdo - r e coeficiente de determinacdo - r?) para gramicidina na faixa de 5,00 a

AT VT 1L o | PP PP PPRI 137
Tabela 16. Didmetro médio + dp dos halos de inibicdo obtido para polissorbato 80 1%;
produto de degradacao a 5,00; 10,0; 11,3 € 20,0 ug/ml (N=8). .....vvvvrrrrrrrrrirriinniiiiiiiniiinannns 141

Tabela 17. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confiangca a 95%, poténcias
medias e desvio padrao relativo para precisédo e exatiddo intra-dia de gramicidina em trés

Y E SR o L= o] g LoT= 1 = (o= Lo A 143



Lista de Tabelas 12

Tabela 18. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias
médias e desvio padrao relativo para precisao e exatidao inter-dias de gramicidina em trés
diferentes niveis de CONCENTIAGAD. ... ... 144
Tabela 19. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias
médias e desvio padrdo relativo para precisdo intra-dia de gramicidina em trés
[oTo] aTet=YaNi = Toto =TT (T TR 147
Tabela 20. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias
medias e desvio padrdo relativo para precisdo inter-dias de gramicidina em trés
LoTo] g Te=T o1 {r= oo =3P 148
Tabela 21. Média das médias corrigidas do didmetro dos halos de inibicdo + dp obtida para
polissorbato 80 1% e solugbes de gramicidina a 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 pg/ml (n=3). ....... 150
Tabela 22. Valores de poténcias porcentuais, concentracdo calculada e desvio padrao
relativo para determinagao do limite de quantificagcao inferior (N=2). ..........ccccccvvvvvvviinnnnnns 151
Tabela 23. Valores de poténcias percentuais, concentracdo calculada e desvio padrao
relativo para determinagao do limite de quantificagdo superior.............cccccccceuiiiiiiiniinnnnnns 152
Tabela 24. Valores de poténcia, limite de confianga a 95 % calculado e critico para
doseamento de gramiCidiNa............uueiiiiiiiiiii e 155
Tabela 25. Valores de poténcia e limite de confianca a 95 % calculado e critico para
doseamento de gramiCidiNg...........uuueiiiiiiiiiii e 157
Tabela 26. Valores médios de absorvancia (unidade de absorvancia) + dp obtidos para E.
hirae em meio n°3, utilizando solugdes de gramicidina 0,028 a 0,057 ug/ml (n=3) e tempo de
[Tale1u] o= Tor=To e [ Y02 110 o 11 o TR 158
Tabela 27. Valores médios de absorvancia + dp obtidos para S. aureus e E. hirae em meio
n°3, utilizando solugdes de gramicidina 0,028 a 0,057 pg/ml (N=3). ....ccovveevireeceeeeee e 159
Tabela 28. Valores dos parametros da equacgao das sigmoéides obtidas nos ensaios com
tampao N°2 e AlCo0l EtIlICO @ 95%. ...ccveiieieieie et 162
Tabela 29. Parametros de linearidade (intercepto - a, inclinagdo - b, coeficiente de

correlagéo - r e coeficiente de determinagéo - r’) para as curvas analiticas de gramicidina na

faixa de 0,08 @ 0,88 HG/MI(N=3). .o 169
Tabela 30. Leitura média de absorvancia £ dp obtida para branco inoculado e produto de
degradacdo a 0,28; 0,48 € 0,68 ug/mI (N=3). coooeiiiiiiiii 171

Tabela 31. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confiangca a 95%, poténcias
médias e desvio padrao relativo para precisdo e exatidao intra-dia de gramicidina em trés
[TV o L= o7 ] T =T g = To= Lo 172
Tabela 32. Valores de poténcias percentuais, poténcias médias e desvio padrao relativo
para precisdo e exatiddo inter-dias de gramicidina em trés diferentes niveis de

LoTo] gTe7=T o1 r= o= o TR SRPPPRI 173



Lista de Tabelas 13

Tabela 33. Valores de poténcias e intervalo de confianga percentuais, poténcias médias e
desvio padrao relativo para precisao intra-dia de gramicidina em trés concentragdes. ...... 176
Tabela 34. Valores de poténcias e intervalo de confianga a 95% percentuais, poténcias
médias e desvio padrao relativo para precisdo inter-dias de gramicidina em trés
LoTo] gTe=T o1 {r=Tor o =SSR 177
Tabela 35. Leitura média de absorvancia + dp obtida para alcool etilico a 95% e solugdes de
gramicidina a 0,01; 0,02; 0,04 € 0,06 ug/mI (N=3). c.cceiiiiiieiiiee e, 179
Tabela 36. Valores de poténcias porcentuais e desvio padrao relativo para determinagao do
limite de quantificagao INFErior (N=3)......uuuuiei e 180
Tabela 37. Valores de poténcias porcentuais, concentracdo calculada e desvio padrao
relativo para determinacgao do limite de quantificacao SUPErior.............ccccvvvvvvvivniiiieieinnnnns 181
Tabela 38. Valores de poténcia, limite de confianga a 95 % calculado e critico para
gramiciding mMateria-prima. ..........ooiiiiiiiiii e e aaeean 185
Tabela 39. Valores de poténcia, limite de confianga a 95% calculado e critico para
gramiciding MatEria-PriMa. .......oceeiiiiieie e e e e aa e 185
Tabela 40. Concentracao de gramicidina inibitéria a 50% (IC50) determinada para E. hirae,

empregando diferentes meios de CUltUra. ............ooooiiiiiiiiiiiii e 189



Lista de Figuras 14

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema simplificado do fracionamento de substancias antimicrobianas de cultura
o L= o= (o ]| U Sl o L= 1 TR 28
Figura 2. Estruturas das gramicidinas A4, A, B4, C4, C,, S e tirocidina. Estes peptideos séo
sintetizados pelo Bacillus brevis e apresentam atividade antimicrobiana. ............................ 29
Figura 3. As duas principais conformacgdes do dimero da gramicidina: (A) dimero helicoidal
€ (B) AUPIA-NEIICE. ... 30
Figura 4. Caracteristicas da distribuicdo dos resultados de uma medida: x,, valor

verdadeiro; m, valor mais provavel (esperado); x;, valor observado a i medida; e;, erro

aleatorio; ) , erro sistematico (bias), O, deSVIO.......ccoeiiiiiiiiiii e 71
Figura 5. Erros sistematicos fixo e relativo: m¢, concentragao determinada; c., concentragao
=S 7= =T - RSP 71
Figura 6. Posicionamento dos cilindros na placa de Petri. .........cccccoeeeiiiiiriciii e, 82
Figura 7. Posicionamento dos cilindros na placa de Petri. (P3;) solucdo padrdao de
gramicidina 11,3 pg/ml; (P) solugéo padrao de gramicidina 5,00; 7,50; 16,9 ou 25,3 ug/ml. 87
Figura 8. Posicionamento dos cilindros na placa de Petri. (P4, P, e P3) solugbes padrao de
gramicidina 5,00; 10,0 e 20,0 yg/ml; (A4, A2 e A3) solugdes teste de gramicidina................ 89
Figura 9. Esquema da obtenc¢do das cepas de E. hirae de diferentes idades.................... 109
Figura 10. Foto da cromatoplaca obtida pela aplicagdo de 1, 10 yL de solugdo de matéria-
prima (Ae C) e 1, 10 yL de solucéo de referéncia (B € D).......ccoouvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 117
Figura 11. Cromatograma obtido por CLAE com eluicdo em agua:metanol (29:71) de
gramicidina padrao (a) e matéria-prima (b). Em (c) sobreposicao dos cromatogramas de
gramicidina padréo (___ ) e matéria-prima ( _ _ ). ccceeeeeeieee e 118
Figura 12. Logaritmo da concentragdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibigao
para K. rhizophila, S. aureus, S. epidermidis e E. hirae empregando tampao n°1 como
diluente, in6culos a 0,25% (A) e 0,5% (B) e meios base e superfiCie. ...........cccvveeeeeeernnnnns 120
Figura 13. Logaritmo da concentragdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibigao
para K. rhizophila, empregando iné6culo a 0,25%, meios base e superficie e solugbes de
gramicidina de 15,0 a 100 ug/ml em acetona pa y = (7,81 £ 0,20) + (1,23 £ 0,12)x, acetona
80% vy = (7,66 + 0,28) + (1,37 £ 0,17)x e acetona 60% y = (8,22 + 0,29).+ (0,95 + 0,18) x. 124
Figura 14. Logaritmo da concentragdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibicao
para K. rhizophila, empregando iné6culo a 0,25%, meios base e superficie e solugbes de

gramicidina de 15,0 a 100 yg/ml em tampdes N°1,2 € 3. .....cccoeeiieeiiiie e 125



Lista de Figuras 15

Figura 15. Logaritmo da concentracdo de gramicidina (15,0 a 100 pyg/ml) versus didmetro
dos halos de inibigdo para K. rhizophila, empregando tampao n°3 como diluente, inéculo a
0,25% e agar nutriente base e superficie (n = 4). Equagao da reta: y = (13,78 + 0,33) + (1,07
1 0,20) x. Coeficiente de correlagao () 0,78. .....coooiiiiiiiiiiiiiee e 127
Figura 16. Logaritmo da concentracdo de gramicidina (5,00 a 80,0 ug/ml) versus didmetro
dos halos de inibigdo para K. rhizophila, empregando tampao n°3 como diluente, inéculo a
0,25% e agar nutriente base e superficie (n = 6). Equacao dareta: y = (11,34 £ 0,23) + (2,29
+ 0,16) x Coeficiente de correlagcado (r) 0,93. ... 128
Figura 17. Logaritmo da concentragdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibigao
para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,25%, solugdes de gramicidina 5,00 a 80,0 ug/ml
em polissorbato 80 1% e como meios base e superficie: agar nutriente contendo glicerol a
3%y = (3,32 £ 0,25) + (7,98 £ 0,42) x + (-1,77 £ 0,16) X, (n=5); e agar nutriente y = (6,28 +
0,67) + (6,31 £ 1,10)X + (-1,92 £ 0,42)X, (NZ5). w.eeeeeeeeeeeeeeee et e, 131
Figura 18. Logaritmo da concentracao de gramicidina versus didmetro dos halos de inibicao
para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,1%, meios base e superficie e solugdes de
gramicidina de 8,00 a 40,5 ug/ml em polissorbato 80 1% (N=4). ............ceeeeeiiieiiiiie. 134
Figura 19. Logaritmo da concentracao de gramicidina versus didmetro dos halos de inibicao
para K. rhizophila, empregando in6culo a 0,1%, meios base e superficie e solu¢des de
gramicidina de 5,00 a 25,3 pyg/ml em polissorbato 80 1%; y = (9,18 + 0,15) + (3,57 + 0,13)x;
coeficiente de correlagao r=0,988; (N=4). ......oiiiiiiieiieeceee e 135
Figura 20. Logaritmo da concentracao de gramicidina versus média corrigida do diametro
dos halos de inibigdo para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,1%, meios base e
superficie e solugdes de gramicidina 5,00 a 25,3 pg/ml em polissorbato 80 1%. Dia 1 Ae B
sdo retas de um mesmo dia; dia 2, 3 e 4 sdo retas obtidas em dias diferentes.................. 137
Figura 21. Cromatograma obtido por CLAE com eluicdo em agua:metanol (29:71 V/V) de
gramicidina matéria-prima (a) e hidrolisado (b). Em (c) sobreposi¢cdo dos cromatogramas de
matéria-prima () e hidroliSado (_ ). eeeeiimmiiiiiiiii e 139
Figura 22. Logaritmo da concentragdo de gramicidina e de seu produto de degradacgéao
versus didmetro dos halos de inibi¢do para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,1%, meios
base e superficie; solugbes padrao de gramicidina e de produto de degradacéo a 5,00; 10,0
e 20,0 yg/ml em polissorbato 80 1%. Curva do padrao: y = (8,15 + 0,14) + (3,55 + 0,13) x;

Figura 23. Placa com halos de inibicao produzidos pelas solugbes do produto de
degradacao (seco) e de gramicidina (P3) a 11,3 pg/ml. ...ccooooiiiiiii 141
Figura 24. Grafico de poténcia verdadeira versus poténcia determinada experimentalmente

para avaliagdo de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta experimental: y = (0,46 + 2,10) + (1,00



Lista de Figuras 16

Figura 25. Gréfico de erro relativo versus poténcia relativa, com intervalo de tolerancia (em
azul) e limites de variagdo permitidos (em vermelno). .........ccccooiiiiiiiiiieeee e 146
Figura 26. Grafico de poténcia verdadeira versus poténcia determinada experimentalmente

para avaliagao de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta experimental: y = (0,19 £ 0,096) + (0,99 +

Figura 27. Grafico de erro relativo versus concentragdo de gramicidina, com intervalo de
tolerancia (em azul) e limites de variagdo permitidos (em vermelho).................................. 149
Figura 28. Logaritmo da concentragcao de gramicidina versus média corrigida do didmetro
dos halos de inibicao, empregando in6culo a 0,1% de K. rhizophila, solu¢des de gramicidina
de 5,00 a 25,3 pg/ml em polissorbato 80 1%. Camadas base e superficie de agar nutriente
pH 6y = (7,05 0,27) + (3,61 £ 0,25)x ; agar nutriente pH 8 y = (7,05 + 0,22) + (3,21 %
0,20)x ; agar nutriente pH 7 y = (7,99 £ 0,10) + (0,59 + 0,09)x; camada base com agar para
antibioticos N°1y = (8,04 £ 0,20) + (3,32 £ 0,19)X. .ecuveeirieirieiieetie et 153
Figura 29. Placa utilizada no doseamento de gramicidina matéria-prima, sendo 1,2,3 os
halos correspondentes as solugdes de gramicidina padrdao a 5,00; 10,0 e 20,0 ug/ml,
respectivamente. Os halos A4, A, e A; referem-se as solugbes de matéria-prima a 5,00;
10,0 e 20,0 pg/ml, respectivamente.............cooo i 155
Figura 30. Placa utilizada no doseamento de gramicidina matéria-prima, sendo A
correspondente aos halos da solugdo de matéria-prima a 11,3 pg/ml e P3 aos halos da
solugao padrao de referéncia a 11,3 /M. oo 156
Figura 31. Logaritmo da concentracdo de gramicidina versus absorvancia para E. hirae
empregando tampdo n°2 e alcool etilico a 95% como diluentes, indculo a 0,75% e caldo
€107 I I (g o ) T PP PRURRR 162
Figura 32. Grafico de residuos segundo modelo Durbin-Watson para dados obtidos
utilizando como diluente alcool etilico a 95% (A) e tampao N°2 (B). ......ccceeevvevveecieecieennns 163
Figura 33. Concentracdo de gramicidina versus absorvancia para E. hirae, empregando
inéculo a 0,75%, caldo GCLT e solugbes de gramicidina 0,01 a 2,56 ug/ml em alcool etilico a
95% y = (0,527 + 0,004) + (-0,529 +0,012) x + (0,129 + 0,005) x* ;e tampado n°2 y = (0,453 *
0,001) + (-0,278 £ 0,004) + (0,048 £ 0,002). ...eeeereeeeeieiiiieeieeee e e e eeireeee e e e e e s e e e e e e e e 164
Figura 34. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
para E. hirae, empregando inéculo a 0,75%, caldo GCLT e solugbes de gramicidina 0,01 a
2,56 pg/ml em alcool etilico a 95% y = (0,56 + 0,44) + (97,36 + 1,40) x + (-23,36 + 0,55) x*;e
tampao n°2 y = (-0,76 + 0,27) + (61,84 + 0,87) X + (-10,59 % 0,34) X2 ...coovvveeeeieresernan, 164



Lista de Figuras 17

Figura 35. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
(A), concentragao versus absorvancia (B), inéculo de E. hirae a 0,75%, caldo GCLT e
solugdes de gramicidina 0,01 a 2,56 ug/ml em alcool etilico a 95%. A reta vermelha delimita
a faixa de concentragao (0,08 a 1,08 pg/ml) em que possivelmente ha uma relagao linear
com a absorvancia (ou porcentagem de inibicdo do crescimento).............ccceeeeeeeeiiieeeeenn. 166
Figura 36. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
para, indculo de E. hirae a 0,75%, caldo GCLT, solugbes de gramicidina 0,08 a 1,08 ug/ml
em alcool etilico a 95% e diferentes tempos de incubacao. O tracejado verde corresponde a
faixa de concentragao de 0,08 a 1,08 pg/ml, cujo modelo linear ndo foi adequado. Enquanto
a reta azul corresponde ao intervalo em que ha relagao linear..........ccccccceeeeiiiiiiiiiiieen e, 167
Figura 37. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
empregando inéculo de E. hirae, a 0,75%, caldo GCLT, solu¢des de gramicidina 0,08 a 0,88
pMg/ml em alcool etilico a 95% e diferentes tempos de incubagao: 3h y = (48,89 + 1,33)x +
(13,77 £ 0,74); 3h30min y = (48,56 + 1,44)x + (9,71 £ 0,80); 4h y = (58,60 + 2,00)x + (0,39 +
1,02) € 4h30miny = (48,32 £ 1,26)X + (2,68 £ 0,70). ..ccoeieiriiiiieeee e 168
Figura 38. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento de
E. hirae, empregando inéculo a 0,75%, caldo GCLT, solugdes de gramicidina 0,08 a 0,88
pag/ml em alcool etilico a 95% e 4h de incubagéo. Dia 1 A e B s&o retas de um mesmo dia;
dia 2 e 3 sdo retas obtidas em dias diferentes. ... 170
Figura 39. Concentracdo de gramicidina e de seu produto de degradagdo versus
porcentagem de inibigdo do crescimento de E. hirae, empregando inéculo a 0,75%, caldo
GCLT, solugdes padrdao de gramicidina e de produto de degradacéo a 0,28; 0,48 e 0,68
Hg/ml em alcool etilico a 95%. Curva do padrao: (-9,64 + 1,71) + (52,30 £ 3,36) x; n=3. ... 171
Figura 40. Grafico de poténcia verdadeira versus poténcia determinada experimentalmente

para avaliagdo de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta experimental: y = (4,02 + 2,04) + (0,97 %

Figura 41. Grafico de erro relativo versus poténcia relativa, com intervalo de tolerancia (em
azul) e limites de variacao permitidos (em vermelho). .........cccceiiiii 175
Figura 42. Gréafico de concentracdo de gramicidina tedrica versus concentragio
determinada experimentalmente para avaliacdo de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta
experimental: y = (0,001 £ 0,005) + (1,01 £ 0,01)Xc.cceiieiiiiiiiiiiiii e, 178
Figura 43. Grafico de erro relativo versus concentragdo de gramicidina (ug/ml), com
intervalo de tolerancia (em azul) e limites de variagdo permitidos (em vermelho). ............. 178
Figura 44. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento,
empregando in6culo a 0,75% de E. hirae, solugbes de gramicidina 0,08 a 0,88 pg/ml em
alcool etilico a 95% e caldo GCLT pH 7 y = (-4,18 £ 0.93) + (58,40 + 1,67)x; pHG6 e 8
(LT ) TR PP E PP UOPPPRPPPSTN 182



Lista de Figuras 18

Figura 45. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
para E. hirae, empregando inéculo a 0,75%, caldo GCLT, solugbes de gramicidina 0,08 a
0,88 pg/ml em alcool etilico a 95% e diferentes tempos de incubagao: 3h45 y = (56,69 *
1,35)x + (-1,04 £ 0,75); 4h y = (57,24 + 1,04)x + (-2,98 + 0,58); 4h15 y = (55,24 + 1,35)x +
(GG Gl I 0 £ TR RO PO PP PRPRRR 183
Figura 46. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
empregando caldo GCLT, solugbes de gramicidina 0,08 a 0,88 ug/ml em alcool etilico a
95%, 4h de incubacao e inéculo a 0,75% de E. hirae de diferentes idades....................... 184
Figura 47. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento de
E. hirae, empregando indculo a 0,75%, caldo para antibidtico n°3 sem peptona de carne e
solugdes de gramicidina 0,01 a 2,56 ug/ml em alcool etilico a 95%. y = (0,69 £ 1,33) + (83,30
£ 4,26) X + (-20,26 % 1,88) X2 ..ottt ettt 187
Figura 48. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento de
E. hirae, empregando indculo a 0,75%, solugdes de gramicidina 0,01 a 2,56 ug/ml em alcool
etilico a 95% e diferentes meios de cultura: caldo para antibiético n°3 sem peptona y = (0,69
+1,33) + (83,30 + 4,26) x + (-20,26 % 1,68) x?: caldo com lactalbumina y =(5,06+1,73) +
(89,71 + 5,55) x + (-24,13 + 2,20) x% com triptona y = (6,55 + 1,83) + (109,1 + 5,85) x +
(-29,91 + 2,32) x* e com casamino y = (5,67 +£1,78) + (101,6 £5,71) x + (-24,95 +
2,26) X2 ettt ettt ettt en e e ettt ennnnanans 188



Lista de Abreviaturas

ANCOVA
ANOVA
AOAC
ATCC
BHI
CCD
CIM
CLAE
DA

DM
DMSO
dp
DPR
EC50
FDA
ICH
INCQS
INMETRO
HIV
HSV
MT
NCTC
NT
NTNG
pa

Rf

TFE
UM

LISTA DE ABREVIATURAS

Andlise de covariancia

Analise de variancia

Association of official analytical chemistis
American Type Culture Collection

Infuso cérebro coragao

Cromatografia em camada delgada
Concentragao inibitéria minima
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Método de difusdo em agar

Método de difusdo em micro-gel
dimetilsulfoxido

Desvio padrao

Desvio padréo relativo

Concentracao efetiva a 50%.

Food and Drug Administration
International conference on harmonisation
Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude
Instituto Nacional de metrologia

Human immunodeficiency virus

Herpes simplex virus

Método turbidimétrico adaptado para microplacas
National Collections of Type Cultures

Nistatina/acetonido de triancinolona

Sulfato de neomicina, nistatina, acetonido de triancinolona e gramicidina

Para analise
Fator de retencao
Trifluoretano

Micromolar



Introducéo



Introducao 21

1 INTRODUCAO

Centenas de peptideos com agdo antimicrobiana foram descritas no século passado.
Estes compostos podem ser classificados em peptideos n&o sintetizados por
ribossomos, como gramicidinas, polimixinas, bacitracinas, glicopeptideos e em
peptideos sintetizados por ribossomos como a nisina (HANCOCK e CHAPPLE,
1999). Os peptideos nao sintetizados por ribossomos s&o produzidos por bactérias e
fungos por meio de complexos multi-enzimaticos presentes em suas células. E o
caso da gramicidina, peptideo sintetizado pelo Bacillus brevis Dubos durante a

transicdo da fase vegetativa para a esporulagao.

Em 1939, René Dubos descobriu a gramicidina, o primeiro antimicrobiano testado
clinicamente. Em seu estudo, Dubos tinha como objetivo pesquisar microrganismos
do solo que fossem capazes de produzir agentes antimicrobianos que poderiam ser
empregados no tratamento de infecgbes bacterianas. Dubos descobriu que o
Bacillus brevis produzia uma substancia que apresentava atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivo. As analises quimicas deste composto revelaram a
presenca de dois polipeptideos: um capaz de provocar a lise de membranas de
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, que foi chamado tirocidina, e outro que
inibia seletivamente o crescimento de bactérias Gram-positivo, denominado
gramicidina. Dubos acreditava ter descoberto um novo e poderoso medicamento. A
substéncia se mostrou ativa para camundongos por via intraperitoneal, mas se
apresentava toxica pela via intravenosa. Desta forma, ndo poderia ser empregada
no tratamento de infecgbes sistémicas. Contudo, por via tépica, a gramicidina teve
sua eficacia comprovada, sendo utilizada durante a Il Guerra Mundial no tratamento
de feridas e ulceragbes (HEATHER, 2006).

O termo gramicidina € empregado para denominar uma familia de
pentadecapeptideos antimicrobianos lineares, que foi primeiramente chamada de
gramicidina D para distinguir da gramicidina S, um decapeptideo ciclico, também
produzido pelo Bacillus brevis, que exibe uma potente atividade antimicrobiana
contra um amplo espectro de bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, bem como,

contra varios fungos patogénicos.
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A preparagcado comercial de gramicidina € constituida pelas gramicidinas A, B e C,
sendo o principal componente a gramicidina A4, junto com A;, B4, C1 e C, em

particular, usualmente obtida por extracdo a partir da tirotricina.

A gramicidina é um peptideo hidrofébico constituido de quinze aminoacidos
alternando configuragdes L e D. O grupo N-terminal é formilado (HOC-N) e o C-
terminal é ligado a um grupo etanolamina (C-NHCH,CH,OH).

Na sua forma dimérica, a gramicidina atua como um canal transmembrana que
aumenta a permeabilidade da membrana celular bacteriana, causando o
desequilibrio do gradiente iénico entre o citoplasma e o meio extracelular, levando a
morte da célula. Outros mecanismos de acdo do antibiético ainda n&do estdo bem
definidos (RAWAT et al, 2004; Koo et al, 2001; WALLACE, 2000).

A gramicidina em preparagdes farmacéuticas é freqientemente associada a outras
substancias, como é o caso da associagdo com acetonido de triancinolona, sulfato
de neomicina e nistatina. Essa formulacdo € comercializada sob a forma de creme
ou pomada e na Tabela 1 estdo indicadas algumas apresentagdes farmacéuticas

comercializadas no Brasil.

Tabela 1. Apresentagdes farmacéuticas comercializadas no Brasil, contendo a associacéo

gramicidina, nistatina, sulfato de neomicina e acetonido de triancinolona, e seus respectivos

produtores.
Medicamento Laborat6rio produtor
Omcilon-A M Bristol-Meyers Squibb
Genocilon Genoma
Londerm-N Kinder
Neolon D Neo Quimica
Onciplus Prodotti

O uso de produtos contendo a associagao sulfato de neomicina, nistatina, acetonido
de triancinolona e gramicidina (NTNG) tem sido especialmente prevalente no
tratamento de doengas dermatoldgicas devido a sua natureza multifacetada (ZAIAS
et. al., 1981).

No entanto, para assegurar a eficacia de qualquer tratamento terapéutico se faz
necessario um controle de qualidade eficiente em termos de métodos seguros,

confiaveis e simples, se possivel.
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Em relagdo ao controle de qualidade, a farmacopéia americana (THE UNITED...,
2008), britanica (BRITISH..., 2007) e mexicana (FARMACOPEA..., 2004) possuem
monografia da gramicidina matéria-prima. Nestas € preconizado para o doseamento

da gramicidina o método microbioldgico turbidimétrico.

As farmacopéias, em geral, preconizam dois métodos para realizagdo de
doseamentos microbiologicos de antibidticos: o método por difusdo em agar e o
turbidimétrico. Varios antibioticos tém os dois métodos descritos, apresentando a
vantagem de poder ser escolhido o método que melhor se adeqie a uma

determinada situacgao.

No método turbidimétrico, o meio de cultura liquido € inoculado com microrganismo
teste e concentracdes seriadas da amostra e do padrao do farmaco sao adicionadas
para permitir o contato entre 0 meio e a solugdo. A resposta do microrganismo teste
a ag¢ao do antimicrobiano € evidenciada pela alteracdo da turvacdo do meio de
cultura, sendo medida em espectrofotbmetro. Os resultados obtidos para as
solucbes da amostra sdo comparados aos do padrdo, permitindo assim, a
determinagao da concentracao ativa do farmaco presente no produto. O método de
turbidimetria apresenta a vantagem de ser mais sensivel que o por difusdo em agar,
ja que responde as concentragdes menores de antibidtico. Por outro lado, tem
desvantagens como: solugdes turvas e coloridas interferirem na determinagdo da
resposta; a necessidade das solugbes da amostra e do padrao estarem estéreis; a
interferéncia causada pela presenga de substancias inibidoras e ativadoras de
crescimento microbiano, como por exemplo, solventes organicos utilizados em

processos extrativos e substancias presentes na amostra (HEWITT, 2007).

No método de difusdo em agar, a substancia em analise se difunde em um meio de
cultura sélido inoculado com o microrganismo teste. Observa-se apés sua difuséo,
uma zona de inibicdo de crescimento do microrganismo, cujo didametro € uma fungao
da concentracdo da amostra. A poténcia desta é obtida por comparagdo com o0s
dados do padrdo. Sua desvantagem encontra-se no fato de que substancias que
apresentam baixas difusibilidade (PM) e hidrossolubilidade produzem pequenos
halos de inibicdo, o que reduz a precisao dos resultados. No entanto, esse método

apresenta vantagens em relagdo ao método turbidimétrico, como por exemplo, a
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possibilidade de se trabalhar com solu¢gdes do padrdo e da amostra nao estéreis, a
nao interferéncia de solugdes turvas e coloridas e a nao interferéncia direta de

contaminantes microbiolégicos (HEWITT, 2007).

O método de difusdo em agar € o mais utilizado na rotina de controle de qualidade e
€ preconizado juntamente com o turbidimétrico para dosar varios antibioticos tendo-
se entdo a opgao de utilizacdo de um ou outro método, o que nido acontece com a

gramicidina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar metodologia para o doseamento microbiologico de gramicidina

matéria-prima.

2.2 Objetivos especificos

v' Pesquisar solvente e diluente para o preparo das diluicbes das

solugdes da amostra e do padrao utilizadas no doseamento.

v Determinar o microrganismo teste investigando a sua sensibilidade em

relacdo a gramicidina em meios solidos.

v' Determinar a densidade adequada do inéculo para realizagdo do

doseamento.

v" Montar o protocolo para o doseamento de gramicidina pelo método de

difusdo em agar.

v' Validar o método de doseamento microbioldégico desenvolvido em
relagdo aos parametros de exatidao, precisdo, curva analitica, seletividade, limites

de deteccdo e quantificagcao e robustez.

v" Montar o protocolo para o doseamento da gramicidina pelo método

turbidimeétrico para permitir comparagdo com o método desenvolvido.

v' Realizar o doseamento da gramicidina matéria-prima utilizando o

método desenvolvido e validado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Origem e obtencéo de gramicidinas

Bactérias Gram-positivo do género Bacillus produzem uma variedade de
oligopeptideos antibidticos e lipo-peptideos. Entre essas, o Bacillus brevis é capaz
de sintetizar peptideos antimicrobianos ciclicos e lineares. Estes antibidticos sao
produzidos simultaneamente e se acumulam na célula do microrganismo (NAKAI et
al, 2005). Essas substancias foram descobertas por René Dubos em 1939. Dubos
pesquisava no solo, novos agentes para combater infecgdes bacterianas e descobriu
que o Bacillus brevis (ATCC 8185, cepa B.G.) produzia um composto,
posteriormente denominado tirotricina, que testado contra bactérias Gram-positivo
promovia a lise das células. A natureza quimica desse composto foi investigada e
duas substéncias cristalinas foram obtidas: gramicidina e tirocidina (Figura 1) -
HOTCHKISS e DUBOS, 1941.

Caldo peptona no qual Bacillus brevis foi cultivado.

Acidificar (pH4,8)
Precipitado
Tampao neutro Alcool
Fracao soluvel em agua. Extrato alcéolico.
salina
Precipitado

(tirotricina)

Fracao soluvel Fracao insoluvel
acetona Alcool + HCI
Cristalizacao Cristalizagao
(gramicidina) (tirocidina)

Figura 1. Esquema simplificado do fracionamento de substancias antimicrobianas de cultura
de Bacillus brevis.
Fonte: HOTCHKISS, 1944.
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O termo gramicidina € empregado para denominar uma familia de
pentadecapeptideos antimicrobianos lineares, a qual foi primeiramente chamada de
gramicidina D para distinguir da gramicidina S (Figura 2), um decapeptideo ciclico,
também produzido pelo Bacillus brevis. Estes dois peptideos diferem em relagao ao
seu espectro de agao, sendo que a gramicidina age, principalmente, contra bactérias
Gram-positivo, enquanto a gramicidina S apresenta uma potente atividade
antimicrobiana com um amplo espectro de agdo contra bactérias Gram-positivo e
negativo, bem como, contra varios fungos patogénicos. Porém, ambos os
antibidticos ndo sdo especificos em suas agdes e apresentam apreciavel atividade
hemolitica, o que restringe seu uso em produtos para aplicagao tépica (KIRICSI et
al, 2002; NIARAK et al, 2000; RAUTENBACH et al, 2006).

- L-Orn ~ ,
L-Val L:Leu N
L='I! r |I=| 0
¢’ A : :
L-Glu L-Pra : J
L ,D: HIlI L=-0Orn
R =14
-
~ D-Phe \,\'/ N
o H
Tirocidina

Gramicidina S

HOC - X - Gly - L-Ala- D-Leu — L-Ala- D-Val - L-Val - D-Val - L-Trp - D-Leu - Y- D-Leu—- L-Trp-D-
Leu - L-Trp — NHCH,CH,0OH

Gramicidina X Y Formula molecular Massa molecular
A L-Val L-Trp CogH4gN2O17 1882
A, L-lle L-Trp C1ooH42N2O017 1896
B, L-Val L-Phe Cg7H 139N 190017 1843
C, L-Val L'Tyr Cg7H 139N 19015 1859
C, L-lle L'Tyr CogH41N19O1g 1873

Figura 2. Estruturas das gramicidinas A4, A,, B4, C4, C,, S e tirocidina. Estes peptideos séo

sintetizados pelo Bacillus brevis e apresentam atividade antimicrobiana.

3.2 Gramicidina — propriedades fisico-quimicas

A gramicidina apresenta uma estrutura primaria com cadeia linear constituida por
quinze aminoacidos alternando as configuragdes L e D, sendo que N e C-terminais
estdo ligados a um grupo formil e a uma etanolamina, respectivamente (ROMEU et

al, 2005). Das gramicidinas lineares existem os subtipos A, B e C que diferem entre
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si quanto a sequéncia de aminoacidos (Figura 2). A composi¢cdo da gramicidina D
varia, mas tipicamente é de 80 a 85% de gramicidina A, de 6 a 7% de B e de 5 a
14% de C (RAGHU e GROSS, 2004).

Em relagdo a solubilidade, a gramicidina € um peptideo hidrofébico que nao
apresenta cadeias laterais carregadas ou hidrofilicas. Como ambos, N e C-terminais
estdo bloqueados, a gramicidina ndo se torna carregada em qualquer valor de pH do
meio, 0 que explica sua baixa solubilidade em agua. Contudo, é soluvel em varios
solventes organicos (RAGHU e GROSS, 2004). Assim a adicao de solventes
organicos, como glicerina (10% p/V), aumenta a solubilidade da gramicidina em
meio aquoso (HEILMAN e HERRELL, 1941).

A gramicidina é capaz de formar estruturas diméricas, sendo que as duas principais
conformagdes sdo um dimero helicoidal e uma dupla hélice (Figura 3). Na forma
helicoidal, dois mondmeros estdo ligados via seus N-terminais no centro da
membrana para formar um dimero transmembrana com um poro interno de didmetro
igual a 3 a 4 Angstrons. A estrutura dupla hélice consiste de duas [B-folhas que
unidas por ligacdes de hidrogénio estdo dobradas para formar uma dupla hélice.
Devido a alternancia da conformacido L e D dos aminoacidos, o dimero resultante
em ambas as conformacgdes apresenta todas as cadeias laterais na superficie de um
dos lados da molécula, que ao se dobrar, produz estruturas com o polipeptideo
hidrofilico no interior do dimero e cadeias laterais hidrofébicas cobrindo a superficie
(RAWAT et al, 2004; WALLACE, 2000).

(A)
Figura 3. As duas principais conformacdes do dimero da gramicidina: (A) dimero helicoidal

e (B) dupla-hélice.
Fonte: KOVACS et al, 1999.



Revisdo Bibliogréafica 31

Ainda ndo ha um consenso quanto a capacidade das duas conformacgdes
conduzirem ions, sendo que o dimero helicoidal é a principal conformagao condutora
(WALLACE, 2000).

Estudos demonstraram que os residuos de triptofano na gramicidina sdo cruciais
para manutencdo da estrutura e funcionamento do canal dimero helicoidal. Tal
importancia é demonstrada pela reducdo da condutividade de cations quando uma
ou todas as moléculas de triptofano sao substituidas por fenilalanina, tirosina ou
naftilalanina. Assim, tem sido proposto que o triptofano aumenta a permeabilidade

dos ions por interagdes eletrostaticas (RAWAT et al, 2004).

Detalhes do mecanismo molecular pelo qual a gramicidina adota varias
conformagdes nas membranas nao sao conhecidos. Contudo, tem-se relatado que a
conformacao inicial que a gramicidina adota quando incorporada na membrana
depende da natureza do solvente no qual foi solubilizada (RAWAT et al, 2004). Em
vista disso, Bouchard e colaboradores (2000) examinaram a estrutura da gramicidina
A em diferentes solventes, sendo testados etanol, mistura de etanol e agua 1:1,
trifluoretano (TFE), dimetilsulféxido (DMSO). Em DMSO, TFE e mistura de etanol e
agua 1:1, o peptideo apresentou-se na forma de monémeros. Enquanto em etanol,
foram encontrados dimeros nao covalentes da gramicidina. Outras condi¢cdes que
também influenciam a conformagdo da gramicidina sdo a presenga de ions e a

extensdo da cadeia alquila dos lipideos da bicamada (ROMEU, 2005).

Recentemente, a gramicidina tem sido utilizada como modelo protétipo para varios
canais ionicos, ja que se trata de um pequeno peptideo, de facil obtengéo, no qual

se podem realizar modificacdes quimicas.
3.3 Mecanismos de acao

Muitos peptideos antimicrobianos interagem, inicialmente, com a membrana da
célula bacteriana alterando-a e promovendo uma sequéncia de eventos, tais como:
perda de solutos intracelulares (como K e aminoacidos); dissipagdo do potencial
transmembrana; inibicdo da respiragao; reducao do pool de ATP; diminuicdo da
sintese de DNA, RNA e proteinas. Embora a perda de metabdlitos provavelmente

resulte em uma inibicdo das principais funcdes intracelulares, ainda ndo foi
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estabelecido se somente o aumento da permeabilidade da membrana é suficiente
para matar os microrganismos sensiveis ou se outros eventos ou sitios de agao
estdo envolvidos. Estudos sugerem que a parede celular também possa estar

envolvida no mecanismo de agao de peptideos antimicrobianos.

Xiong et al (2005) estudaram a relacdo entre a permeabilidade da membrana
induzida pela gramicidina e a morte de células de Staphylococcus aureus ATCC
27217 (resistente a meticilina) e protoplasmas sem parede celular. Foi verificado que
a atividade antimicrobiana da gramicidina sobre as células de S. aureus é
concentracdo e tempo dependente. Relacdo semelhante foi observada para a
permeabilidade da membrana induzida pela gramicidina em todas as concentragdes
testadas (4; 10; 20 e 40 pg/ml). Apesar de a gramicidina promover a morte de todas
as células do microrganismo em concentragdes mais altas (20 e 40 pg/ml), o
aumento da permeabilidade da membrana foi observado apenas em 60 a 70%
dessas células. Em vista disso, a permeabilidade da membrana parece ser
necessaria, mas nao é o suficiente para induzir a letalidade. Em relacdo aos
protoplasmas, a inibigdo promovida pelo antimicrobiano foi baixa. Como justificativa
para tal fato, foi sugerido pelos autores que uma adaptagdo da membrana
citoplasmatica (mudanga da composigdo da membrana e de propriedades biofisicas)
possa ter ocorrido na auséncia da parede celular, uma vez que foi observado que a
gramicidina € incapaz de promover o aumento da permeabilidade em lipossomas

constituidos por fosfatidilglicerol e cardiolipina.

A relagcao entre o aumento da permeabilidade da membrana e a morte de cepas de
S. aureus (cepas mutantes ISP479C e ISP479R) promovida pela gramicidina
também foi estudada por Koo et al (2001). Neste estudo observou-se que o
mecanismo antimicrobiano varia significativamente dependendo da concentragao de
gramicidina e do tempo de exposi¢ao. Foi verificado que baixas concentragcbes de
gramicidina (0,5 e 5 pg/ml) promovem a redugdo da viabilidade das células do
microrganismo, mas sem aumento da permeabilidade da membrana. Contudo,
significativo aumento de permeabilidade da membrana ocorreu em altas
concentragbes (25 e 50 pg/mL). Esta relacdo variavel entre o aumento da
permeabilidade da membrana e a atividade antimicrobiana sugere que a gramicidina

age através de multiplos mecanismos.
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A acado da gramicidina sobre células de Streptococcus faecalis ATCC 9790 foi
estudada por Harold e Baarda (1967). Foi verificada que a inibicdo do crescimento
microbiano estava associada a perda de Rb* e K* pelas células, o que pdde ser
revertido pela adigdo de excesso de ions K*. Também foi observado nessas células
o aumento da permeabilidade a certos cations, contudo a penetracdo de pequenas
moléculas n&o foi verificada. O mecanismo da perda de Rb* foi definido como uma
troca passiva com cations externos, incluindo o H*. Por fim, os autores concluiram
que o aumento da permeabilidade da membrana induzido pela gramicidina foi uma

explicagdo suficiente para inibicdo do crescimento de Streptococcus faecalis.

Esse antimicrobiano foi capaz de promover o desacoplamento da fosforilacdo

oxidativa em bactérias e mitocdndrias isoladas (WEINSTEIN et al, 1964).

Dubos e Hotchkiss (1941) estudaram o efeito da gramicidina sobre o metabolismo
bacteriano e verificaram que este antibiético causa uma injuria limitada nas células,
estimulando ou inibindo certas fungdes metabdlicas dependendo das condi¢des

experimentais do ensaio.

Takada e colaboradores (2008) verificaram que a gramicidina A é capaz de inibir a
atividade da Na'/K'ATPase em mamiferos, responsavel por manter o gradiente
eletroquimico de Na* e K' através da membrana plasmatica. Os ensaios foram
realizados empregando Na*/K*ATPase originaria do rim e do cértex cerebral de
suinos e a resposta foi avaliada através da redugdo da producdo de fosfato
inorganico. Foi observado que a inibicdo € dose-dependente, sendo que a atividade
reduziu de 60 a 80% quando foram testadas concentragdes de 10 a 100 uyM.
Ensaios também foram realizados com a gramicidina S, que promoveu uma inibigao
menos pronunciada, cerca de cinco vezes menor quando comparado com a
gramicidina linear. Além disso, os autores verificaram que a inibigdo pelo
antimicrobiano foi promovida por ligagdo deste tanto com a enzima livre quanto com

0 complexo enzima — substrato.

A gramicidina tem sido identificada como um potencial agente anti-HIV n&o toxico.
Quando comparada ao 9-nonoxinol, o mais comum espermicida e agente anti-
doencas sexualmente transmissiveis, a gramicidina foi mais ativa. A gramicidina age

como um ionoforo e promove um efluxo de potassio citoplasmatico a partir das
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células alvo e causam a despolarizagdo da membrana celular. Por outro lado, a
infeccdo por muitos virus envelopados, incluindo o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e o virus da herpes humana simplex (HSV), leva a um drastico
aumento do potassio intracelular. Dois eventos separados, a entrada e germinagéo
do virus, sdo dependentes da polaridade da superficie da célula mantida pelo
gradiente i6nico transmembrana. Assim, a alteracdo do balangco de potassio pelo
canal formado pela gramicidina afetaria o processo de infec¢ao viral (BOURINBAIAR
e COLEMAN, 1997).

3.4 Especialidades farmacéuticas e seu emprego

Em formulacbes farmacéuticas, a gramicidina pode estar associada a nistatina, ao
sulfato de neomicina e ao acetonido de triancinolona. Tal associacdo é

comercializada sob a forma de creme ou pomada.

A neomicina é um antibidtico aminoglicosideo de amplo espectro de agao, incluindo
algumas bactérias Gram-positivo e muitas Gram-negativo (CAl et al, 2005). A
nistatina € um antifungico macrolidio poliénico e o acetonido de triancinolona é um
antiinflamatorio esteroidal sintético. Zaias e colaboradores (1981) realizaram um
estudo clinico, do tipo duplo-cego, comparando a eficacia do creme contendo a
associagao nistatina, acetonido de triancinolona, sulfato de neomicina e gramicidina
com formulagdes apresentando seus componentes e placebo no tratamento de
candidiase cutanea. 293 pacientes com candidiase cutdnea foram divididos em
cinco grupos de tratamento, sendo que cada grupo recebeu uma das formulagdes:
nistatina/acetonido de triancinolona/sulfato de neomicina/gramicidina (NTNG),
nistatina/acetonido de triancinolona (NT), nistatina, acetonido de triancinolona e
placebo. Os autores observaram que as diferengcas entre os grupos foram mais
pronunciadas entre o0s pacientes com isolados bacterianos clinicamente
significativos: a porcentagem de cura apdés uma semana de tratamento foi
significativamente maior (p<0,05) para os pacientes no grupo tratado com NTNG
(39,3%) do que naqueles do grupo tratados com NT (14,3%) ou no grupo do
acetonido de triancinolona (8,7%). Apos duas semanas de tratamento, 64,3% dos
pacientes no grupo tratado com NTNG estavam curados, o que foi significativamente
maior do que a porcentagem de cura nos grupos tratados com nistatina,

triancinolona e placebo. Desta forma, Zaias e colaboradores concluiram que o creme
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contendo a associacdo NTNG oferecia vantagens sobre seus componentes,

especialmente entre pacientes com lesdes infectadas com bactérias patogénicas.

A gramicidina associada a polimixina B e sulfato de neomicina na forma de colirio
nao € comercializada no Brasil, contudo € empregada no tratamento de ulceragao da
cornea com suspeita de infecgdo bacteriana em outros paises. Bosscha e
colaboradores (2004) avaliaram a eficacia e seguranca deste tratamento em 91
pacientes. Destes, 46 apresentaram cultura bacteriana positiva, sendo isoladas 51
espécies de microrganismos, das quais os mais frequentes foram o S. aureus e
Pseudomonas. Apenas 69 pacientes completaram o tratamento com o colirio,
contudo 99% apresentaram reconstituicdo do epitélio da cornea em média de 12,6
dias. Foram observados somente poucos efeitos adversos (reagdes alérgicas) e
nenhum deles classificados como graves. Dos 91 pacientes, quatro perfuragdes da
cornea e uma evisceragcao foram verificadas. Assim, os autores concluiram que a
associagao é eficaz e segura quando utilizada no tratamento de ulceragédo da cérnea

com suspeita de infeccao bacteriana.
3.5 Métodos de doseamento microbioldgico

Um ensaio microbiolégico é definido como um procedimento pratico no qual a
poténcia desconhecida de um material € estimada por comparacao de seus efeitos
em um sistema biolégico (que neste caso se trata de uma cultura de
microrganismos) com aqueles do padrao de referéncia, cuja poténcia é conhecida
(HEWITT, 2007).

O principal uso dos doseamentos microbiolégicos € na determinagédo da poténcia de
substéancias inibidoras de crescimento (principalmente antibidticos) e de compostos
promotores de crescimento (aminoacidos e vitaminas). Existem duas principais

técnicas: o ensaio de difusdo em agar e o ensaio de tubos (HEWITT, 2007).

A  Método de difusdo em agar

No método de difusdo em agar utiliza-se um meio de cultura soélido inoculado
uniformemente com adequado microrganismo sensivel a substancia a ser dosada. A
substancia se difunde no agar a partir de uma solugdo aquosa contida em um

reservatorio. Apos incubacdo, areas de inibicdo sdo formadas. Assim, o
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microrganismo funciona como um indicador que permite identificar baixas
concentragdes do antibidtico que limita seu crescimento. O didmetro dessas areas
de inibicdo depende da concentracdo da substancia ativa e este fato € o principio
deste método (FINN, 1959; HEWITT, 1989).

v' A teoria da difusdo na formacédo dos halos de inibicédo

Em 1930, Friedman estudou a difusdo de algumas substancias em agar e verificou
que alguns fatores influenciavam no processo de difusdo como a concentragao de
agar, a adigao de algumas substancias (como glicerol) ao meio de cultura e o peso

molecular do difusor.

Cooper e Woodman (apud HEWITT, 1977) em estudo para elucidar os principios da
difusdo trabalharam com a difusédo do cristal violeta em tubos contendo agar. Neste
estudo foi verificado que uma concentracao particular era atingida em um tempo (T),
a um ponto de distancia (x) a partir da superficie, quando uma concentragao inicial

era adicionada a superficie do tubo contendo agar em um tempo inicial (To).

Vesterdal (apud COOPER e LINTON, 1952), ao contrario de Cooper e Woodman,
considerou que a concentracdo do antibidtico presente em um cilindro de pequena

area era constantemente reduzida por sua difusao no agar.

Em 1949, Mitchison e Spicer empregaram tubos contendo agar nutriente inoculado
com S. aureus NCTC 7361 para determinar a poténcia de estreptomicina em
liquidos corporais. Neste estudo foram testados alguns fatores que poderiam
influenciar o doseamento de antibidticos, como pH do liquido ensaiado e a
concentragédo do indculo empregado. A difusdo nesse caso foi dita linear e descrita
pela equacao diferencial de Fick. Os autores concluiram que tanto a teoria quanto a
pratica demonstraram que o quadrado da profundidade da zona de inibigao
apresentou uma relagado aproximadamente linear com o logaritmo da concentragéo

de estreptomicina.

Gavin (1957a) considerou esse meétodo desvantajoso pela necessidade das
solugbes serem estéreis, do microrganismo ser anaerobio facultativo e pela
dificuldade em se observar o ponto final. Contudo, a maior vantagem era a

possibilidade de melhor definicdo e controle da geometria do sistema de difusao.
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Cooper e Gillespie (1952) também utilizaram o método com tubos para verificagdo
das alteragdes promovidas pela variacdo da temperatura de incubacdo. Foi
observado que o principal efeito da temperatura sobre a zona de inibicdo ocorreu
devido a mudanga na velocidade de crescimento do microrganismo. Efeitos minimos
foram observados sobre a concentracio inibitéria minima e sobre o coeficiente de

difusdo da substancia.

Embora o ensaio em placas tenha sido valido para penicilina e estreptomicina, os
resultados para alguns outros antibidticos ndo foram satisfatorios. As féormulas
desenvolvidas por Cooper e Woodman consideraram a difusdo como sendo linear e
que a concentragdo do antibiético no reservatoério foi constante durante as oito
primeiras horas. Em vista disso, Humphrey e Lightbown (1952) derivaram uma
equacao tedrica, considerando a difusdo radial da substancia, que relacionava a
quantidade inicial da substancia difusora, a espessura da camada de agar, a
constante de difusdo, o tempo de difusdo e a concentragdo da substancia em uma
determinada disténcia (r) a partir do centro. Para confirmar a validade da equacéao,
esta foi utilizada para determinar o raio do halo de inibicdo para alguns antibi6ticos
que tiveram os outros termos da equagao determinados (constante de difusdo de
penicilina, estreptomicina e aureomicina; concentragao critica desses antibiéticos
para os microrganismos teste e tempo critico). Esses autores concluiram que o
quadrado do raio do halo de inibicado é proporcional ao logaritmo da concentragéo
para a maioria dos antibiéticos testados e que a constante de difusdo do antibiotico é
o principal fator que determina a inclinagcdo da reta. No entanto, esta pode ser

aumentada ao se prolongar o tempo de difuséo.

Gavin (1956) classificou em dois tipos 0s ensaios em que ocorre a difusdo radial
(horizontal): aquele em que o halo de inibicdo depende da concentracdo do
antibidtico e o que o halo é dependente da quantidade da substancia ensaiada.
Duas técnicas podem ser incluidas no primeiro grupo: a dos cilindros e a dos
pocinhos. Neste caso a substancia se difunde a partir de uma fonte central. No
método do cilindro a solugdo é contida em um cilindro, enquanto nos pocinhos, uma
depressdo no agar € feita para conter a solugdo. No caso dos ensaios que
dependem da quantidade de substancia ensaiada insere-se a técnica dos discos,

que contém o antibidtico. Por ser possivel adicionar as placas os discos secos ou
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umidos, pode-se empregar solventes organicos no preparo das solugdes.

Brock (1957) avaliou a velocidade de difuséo e os fatores que influenciavam esta
velocidade para dois antibidticos: sulfato de neomicina e clavacina. A técnica
consistiu em impregnar quadrados de papel de filtro com solugbes de diferentes
concentracdes do antibidtico. Esses quadrados foram colocados em contato com o
agar inoculado por diferentes tempos e em seguida removidos. Entdo as placas
foram incubadas e o didmetro dos halos de inibicdo medidos. Para clavacina, foi
verificado que o didmetro do halo é dependente da concentragdo e do tempo de
difusdo. Este antibidtico difunde rapidamente nos cinco primeiros minutos, nao
ocorrendo aumento do didmetro dos halos apds esse periodo, provavelmente,
devido a deplecao do antibidtico. Pela difusdo ocorrer rapidamente, uma inclinagao
adequada foi obtida. Para o sulfato de neomicina, o didmetro nao parece ser em
funcdo do tempo. A difusdo ocorre rapidamente nos primeiros segundos e reduz
drasticamente em seguida. Assim, a neomicina foi considerada um pobre difusor,
provavelmente, por adsorcdo das moléculas de neomicina, que apresentam seis
grupos basicos, pelo agar que € carregado negativamente. Em vista disso, os
autores adicionaram cloreto de sédio no agar e observaram um aumento na difuséo

da neomicina.

Em 1974, Kavanagh utilizou a equacado de Cooper para estudar a influéncia de
variagdes da técnica sobre o ensaio de antibidticos. Variagbes no tempo de pré-
difusdo, temperatura de incubagao, densidade do inéculo, composicdo do meio de

cultura e espessura da camada de agar afetaram o halo de inibi¢ao.

A cinética de difusdo da ceftazidima em &gar foi estudada por Arcelloni e
colaboradores (1996). A concentragdo de ceftazidima em agar inoculado com
Pseudomonas aeruginosa foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em pontos fixos a partir do centro do disco (3, 6, 9, 12 e 15 mm) e
a determinados tempos apds a deposig¢ao do disco no agar (2, 4, 6, 16 e 24h). Com
o objetivo de determinar diferencas devido ao metabolismo do microrganismo, o
procedimento também foi realizado em placas contendo agar ndo inoculado. Foi
evidenciada diferenga estatistica entre as concentracées determinadas na presenca
e auséncia do microrganismo depois de 16 e 24 horas. Tal resultado,

provavelmente, ocorreu devido a hidrolise induzida pela B-lactamase.
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v' Fatores que influenciam a formacgéao do halo de inibicédo

Varios fatores influenciam a formacao dos halos de inibicdo, dentre eles a espessura
da camada de meio inoculado, o volume de solugdo de antibiético empregado,

tempo de pré-difusdo, densidade do inéculo e outros.

= VVolume de solucao de antibi6tico adicionado ao cilindro

E um fator critico, principalmente, quando se emprega os discos de papel. O volume
aplicado deve ser o suficiente para saturar o disco. Deve ser evitado volume muito
alto que o papel nédo seja capaz de absorver rapidamente. Loo e colaboradores
(1945) verificaram que um volume de 80 pl foi suficiente para impregnar discos de

papel Schleicher e Schuel.

A variagado do volume de solugdo adicionado ao cilindro foi avaliada por Ragheb
(1988). Dez antibidticos foram testados e o didmetro dos halos de inibigdo
produzidos por diferentes volumes de solugdo amostra (100; 200 e 300 ul) foi
comparado ao obtido por 200 ul da solugdo padrao. Nove das dez substancias
testadas apresentaram uma recuperacao de 95 a 102% quando se utilizou 0 mesmo
volume das solugbes amostra e padrao. Um desvio positivo, de aproximadamente
50%, na poténcia foi verificado ao se empregar o volume de 300 pl para amostra.
Contudo, 100 pl produziram um desvio negativo na poténcia de aproximadamente
25%, exceto para alguns antibidticos (neomicina, monensina e bacitracina) que foi
de 50%. A higromicina B foi o unico antimicrobiano cujo efeito de variagdo do volume

de solucdo sobre os resultados foi pequeno.

Brady e Katz (1990) também estudaram a influéncia do volume de solugéo, sendo
testados os volumes de 100; 150; 200 e 250 pl das solugdes amostras e padrao. Foi
avaliada a inclinagdo da curva analitica para clortetraciclina e os valores de poténcia
obtidos. Valores de inclinagao préximos, bem como os resultados de poténcia, foram

verificados para os diferentes volumes de solug¢des testados.

= Microrganismo teste

O microrganismo teste deve ser sensivel a substancia ensaiada e facilmente

cultivado. Além disso, é desejavel que apresente uma reposta especifica e que n&o
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seja patogénico (GAVIN, 1956).

Turcinov e Pepeljnjak (1998) ao desenvolverem o método de difusdo em agar para a
azitromicina, testaram diferentes microrganismos (incluindo bactérias Gram-negativo
e positivo) para selecionar o mais sensivel. Varios fatores foram avaliados para
determinagcdo do microrganismo teste, entre eles, a nitidez dos halos de inibicdo
formados, a razido entre o diametro dos halos formados pelas diferentes
concentragdes testadas, ja que a sensibilidade aumenta com a elevacao do valor da
razao, a concentracdo minima detectavel (quanto menor a concentragdo mais

sensivel € o microrganismo) e o erro associado as medidas.
- Idade da cultura

A cultura deve ser mantida de modo que uma resposta similar seja obtida em todo
doseamento realizado. Isto envolve a idade e condi¢gdes da cultura. Culturas mais

velhas nao respondem adequadamente aos antibiéticos (GAVIN, 1956).

A farmacopéia americana (THE UNITED..., 2008) recomenda que, no maximo, cinco
passagens sejam realizadas. Este procedimento evita variagdes na resposta

produzida pelo microrganismo teste.
- Densidade do in6culo

Halos maiores foram obtidos com in6culos menos concentrados de S. aureus para
doseamento de penicilina. Contudo, quando Schmidt e Moyer (1944) utilizaram

densidades muito baixas, os halos formados ndo apresentaram bordas definidas

Stansly e Schlosser (1947) ao desenvolverem um método de difusdo em placas para
doseamento de polimixina verificaram que uma menor concentragdo de

microrganismos originava halos de inibigdo maiores.

Em 1968, Richardson e colaboradores também avaliaram diferentes densidades de
in6culo ao desenvolver o método para doseamento das colicinas. Os autores
verificaram que a densidade do indculo afetava o diametro dos halos de inibicdo, a
forma da regressdo e a inclinagdo da curva analitica. Um indéculo de

aproximadamente 3,3x10° células/ml foi adequado para o ensaio de todas as outras
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colicinas, exceto para a colicina V. Para cada colicina, o tamanho do halo de inibigao

foi inversamente proporcional ao logaritmo da concentragao de microrganismo.

= Emprego de mono ou dupla camada de meio de cultura

Richardson e colaboradores (1968) desenvolveram o método para doseamento de
colicinas empregando placas com apenas uma camada de meio inoculado. No
entanto, ao testarem a utilizacdo de placas contendo dupla-camada, nao foi

observada nenhuma vantagem.

Resultados diferentes foram obtidos por Marques e colaboradores (1988) que
compararam o diametro dos halos de inibicdo e a curva analitica obtidos para o
sulfato de neomicina testado em trés diferentes condigcbes: placas com dupla
camada (base — 20 ml e superficie — 5 ml) seguindo o procedimento da farmacopéia
brasileira (FARMACOPEIA..., 1988); dupla camada reduzindo o volume da camada
base para 10 ml e monocamada (10 ml). Os autores concluiram que melhores

resultados foram obtidos quando o volume de camada base foi reduzido para 10 ml.

= Meio de cultura

O ensaio em placas é fundamentalmente dependente da difusdo da substancia no
agar. Assim, o meio de cultura torna-se um importante fator neste tipo de
doseamento (GAVIN, 1957a).

- Espessura das camadas de meio de cultura

Uma camada fina de meio de cultura produzira halos de inibicdo maiores,
aumentando assim a sensibilidade do ensaio. Gavin (1957a) em sua revisdo sobre 0
ensaio por difusdo citou que muitos autores recomendavam o emprego de camadas
de 3 a 5 mm. Contudo, um estudo de Hayes (apud GAVIN, 1957a) indicou que uma
camada de 8 mm gerava resultados mais reprodutiveis. Por fim, Gavin (1957a)
concluiu que o importante ndo € o valor exato da espessura de meio de cultura, mas

sim, a necessidade de uma espessura constante ao longo da placa.

Schmidt e Moyer (1944) testaram dois diferentes volumes de meio de cultura para o

doseamento de penicilina em placas com monocamadas e observaram halos nitidos
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quando 25 ml foram empregados. No entanto, com 15 ml de agar, nao foi possivel

distinguir os halos de inibi¢ao.

No doseamento das colicinas foram utilizadas placas com monocamada, sendo
testadas espessuras de 2 a 6 mm. Verificou-se, neste caso, uma pequena redugao
no didmetro do halo de inibicdo com o aumento da espessura do meio inoculado.
N&o existiu correlacédo entre a inclinagdo da regresséo e a espessura da camada de
agar usado no ensaio. No entanto, quando camadas de espessura menor que 2 mm
foram utilizadas, o diametro dos halos foi maior. Contudo, a espessura da camada
foi desigual ao longo da placa, o que causou aumento do erro residual
(RICHARDSON et al, 1968).

Brady e Katz (1990), para o doseamento da clortetraciclina, utilizaram diferentes
volumes de &gar inoculado (7, 9, 12, e 15 ml) em placas com monocamada e
verificaram que maiores halos foram conseguidos com camadas menos espessas

(isto €, menor volume de meio).

- Quantidade de agar

Existem estudos que reportam que a sensibilidade do método de difusdo pode ser

aumentada pela redugao do conteudo de agar no meio (GAVIN, 1957a).

Richardson e colaboradores (1968) testaram diferentes concentragbes de agar (0,5
e 1,0% p/V) no doseamento das colicinas. O resultado mais satisfatério foi obtido
quando o conteudo de agar no meio foi suficiente para formar um gel firme, isto é
com uma concentracdo de 1,0% (p/V). Com concentracbes mais baixas,
consideravel quantidade de agua permaneceu na superficie do agar durante o
periodo de pré-difusdo, o que gerou um erro maior que o obtido com o meio com
maior conteudo de agar. Além disso, com este ultimo, os pontos observados se

ajustaram melhor a regressao teorica.

- pH do meio de cultura

O pH do meio de cultura deve ser ajustado a um valor que permita o crescimento
adequado do microrganismo teste, a atividade e estabilidade da molécula ensaiada
(GAVIN, 1957a).
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Meios de cultura com pH ajustados para 6, 7 e 8 foram testados por Schmidt e
Moyer (1944) para o doseamento de penicilina. Halos maiores e com bordas bem
definidas foram observados quando o meio com pH 6 foi empregado. Ao aumentar o

valor de pH, os halos se tornaram menos nitidos.

No doseamento de estreptomicina, verificou-se que a sensibilidade do ensaio
aumentou quando condi¢des alcalinas (pH 7,910,1) foram utilizadas (LOO et al,
1945).

Stansly e Schlosser (1947) testaram meios com pH 5, 7 e 9 no doseamento de
polimixina com Escherichia coli. Os autores observaram crescimento do
microrganismo teste no meio com pH 5, contudo ndo houve formagao de halos de
inibicdo. Ja em meio com pH 9, os halos de inibicao formados foram menores que os

observados em pH 7.

Foram testados 71 isolados clinicos de cinco espécies do género Streptococcus
(atual Enterococcus) com quinze antibioéticos em meios de cultura com valores de pH
ajustados para 5; 7,4 e 8,5. Penicilina, ampicilina, cefalosporina, cefaloridina e
novobiocina foram consideravelmente mais ativas contra todas as cepas em um pH
5 do que em meios mais alcalino. Por outro lado, lincomicina. cindimicina,
eritromicina e gentamicina foram moderada a marcadamente mais ativas em pH 8,5.
Nenhuma importante diferenca foi notada na susceptibilidade das cepas a

kanamicina e estreptomicina aos niveis de pH testados (TOALA et al, 1970).

O doseamento de tiocianato de eritromicina pelo método de difusdo em &agar foi
realizado por Bernabéu e colaboradores (1999) que testaram a influéncia de valores
de pH (6,4; 8; 8,5 e 9) do meio de cultura sobre o diametro dos halos de inibigao.
Eles verificaram que a inclinagdo da curva analitica aumentava com a elevagao de

pH, tornando o método mais sensivel.
- Influéncia de diferentes lotes de meio de cultura

Loo e colaboradores (1945) verificaram a variagdo do halo de inibicdo da

estreptomicina quando diferentes lotes de meio de cultura foram empregados.
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Fujihara et al (1994) estudaram o efeito do meio de cultura de diferentes produtores
na determinagcdo da poténcia de sulfato de polimixina B. Os resultados
demonstraram que n&o existiu diferenga entre a poténcia de sulfato de polimixina
obtida por lotes diferentes de um mesmo fabricante. Contudo, a diferenga torna-se
significativa quando sao comparados resultados originados pelos meios de
diferentes fabricantes. Os dois maiores componentes de sulfato de polimixina B, as
fragbes polimixina B1 e B2, foram isoladas e purificadas por cromatografia
preparativa liquida de alta eficiéncia. O efeito do agar na determinagédo de poténcia
destes dois componentes foi individualmente analisado. Os resultados mostraram
que a diferencga foi significativa na determinacdo de poténcia relativa de polimixina

B2, sendo a diferenca de 1,3 vezes de um fabricante para outro.

Um método por CLAE desenvolvido para quantificacdo de gentamicina foi capaz de
separar cinco picos correspondentes aos derivados de sulfato de gentamicina (C1,
C1a, C2, C2a e C2b). Este método foi empregado para comparar a cinética de
difusdo do antibiético em agar Mueller-Hinton de quatro diferentes produtores. Foi
verificado que apdés 24h de difusdo do antimicrobiano, as concentragdes
encontradas no agar a 9 mm do disco impregnado foram significantemente
diferentes para os quatro fabricantes. Tal ponto (9 mm) corresponde a distancia
préoxima do didmetro do halo de inibicao para P. aeruginosa e gentamicina (16 — 21
mm) — COMUZZI, 2001.

- Composicéo

E conhecido que a composicdo do meio de cultura pode afetar a atividade de

antimicrobianos.

Dubos e Hotchkiss (1941) verificaram que a atividade da gramicidina é parcialmente
inibida por peptonas. A agdo antimicrobiana deste composto contra S. aureus foi
estudada em tampao fosfato pH 7,3 e em caldo metabolizado (meio cultura filtrado,
no qual a cepa de E. coli foi cultivada). Dubos e Hotchkiss verificaram que a
gramicidina foi mais efetiva quando testada em tampao do que na presenga de

constituintes do caldo peptona infusdo de carne.

Waksman et al (1942) verificaram que a agcéo antimicrobiana da gramicidina foi mais
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bem demonstrada em caldo nutriente que em agar devido a baixa solubilidade desta
substancia em agua e sua pobre difusdo em agar. Além disso, testaram diferentes
agares: agar nutriente, agar infusdo cérebro coracdo e agar Czapek (sacarose,
nitrato de sodio, sulfato de magnésio, cloreto de potassio, sulfato de ferroso, fosfato
de potassio monobasico e agar). A principal diferenca entre estes meios foi que o
ultimo n&o possui peptona em sua composi¢cao. Os autores verificaram que a

atividade da gramicidina foi maior no meio sem peptona.

Em 1949, Reedy e Wolfson investigaram a atividade antimicrobiana da tirotricina e
suas fragdes (gramicidina e tirocidina) contra S. faecalis e S. aureus em trés
diferentes meios de cultura: Edamin® 0,8% (lactalbumina), Bacto Peptona 1,0% e
Infusdo cérebro coracédo 3,7%. Foi observada que a CIM de tirotricina para o S.
faecalis e S. aureus foi menor quando se empregou o meio Edamin®. Ao ser
adicionado soro de cavalo a 5% aos meios, a CIM aumentou drasticamente. Os
autores verificaram que a cepa de S. faecalis foi mais sensivel a tirotricina que o S.
aureus. Assim, a tirocidina e gramicidina foram testados contra S. faecalis em meio
Edamin® com e sem soro sanguineo. A gramicidina foi 10000 vezes mais ativa que a
tirocidina na auséncia de soro. Contudo, a presenca deste causou o0 aumento da

CIM para ambos os antibidticos.

Curry (1963) também testou diferentes meios para realizagdo do doseamento de
tirotricina com S. faecalis ATCC 10541. Dentre os meios, o0 agar tioglicolato
(preparado com fluido tioglicolato adicionado de agar a 1,5%) foi o que permitiu o
crescimento do microrganismo teste e a atividade da tirotricina. Aparentemente nos
meios Stock culture® (Difco) e Micro Inoculum agar® (BBL) a atividade

antimicrobiana foi inibida.

A inibicdo do crescimento de S. faecalis pela gramicidina e valinomicina esta
associada a perda de ions rubidio e potassio. Contudo, a inibicdo foi revertida
quando um meio de cultura rico em potassio foi empregado (HAROLD e BAARDA,
1967).

Woodruff e Foster (1946) observaram que a atividade da bacilina foi reduzida na
presencga de infusdo cérebro coracéo, triptona, sangue de coelho e soro sanguineo.

As peptonas promoveram a inibicdo da atividade antimicrobiana, contudo tal fato nao
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foi verificado com o extrato de carne. Hidrolisados acidos e enzimaticos de gelatina e

caseina também reduziram a ag¢ao da bacilina.

Stansly e Schlosser (1947) investigaram se a adigdo de substancias que reduzem a
tensao superficial poderia aumentar a difusdo do antibiético no agar e assim tornar o
didmetro do halo de inibigdo maior. Polissorbato 60 foi incorporado ao agar e
verificou-se aumento dos halos de inibicdo nas placas em que esse meio foi
utilizado. Por efeito de comparacao, polissorbato 80 também foi testado, ndo sendo

observada diferencga entre os halos obtidos por ambos tensoativos.

A atividade da neomicina em soro sanguineo e em varias preparagdes de plasma foi
testada pelo método de difusdo em agar por Fedorko e Katz (1965). Eles verificaram
que a agao do antimicrobiano reduziu grandemente em presenga de veiculos
contendo anticoagulantes. Tal fato foi atribuido a depressdo da difusibilidade do

antibidtico em agar pelo anticoagulante.

Em 1971, Raymond e Traub testaram a sensibilidade a gentamicina de isolados de
enterococos empregando diferentes meios de cultura. Com poucas excegdes, 0s
isolados foram resistentes ao antibidtico quando a susceptibilidade foi testada em
caldo ou agar infusdo cérebro coragao e caseina soja. Contudo, a adi¢gao de sangue
a 5% aos agares caseina soja e infusdo cérebro coragdo promoveu acentuada
atividade do antibidtico, indicando que a agdo antimicrobiana da gentamicina

depende da composi¢ao do meio de cultura.

Pursiano, e colaboradores (1973) estudaram o efeito de meios com diferentes
composi¢cdes sobre a atividade de algumas penicilinas e cefalosporinas, cujas
estruturas quimicas apresentavam uma cadeia lateral nas posi¢coes 6 ou 7 do anel [3-
lactdmico. A composi¢cdo do meio realmente afetou a agdo antimicrobiana, sendo
que no caso destes compostos, o efeito foi aparentemente governado pela natureza
quimica das cadeias laterais das penicilinas e cefalosporinas. Em comparacdo com
suas atividades em caldo nutriente, a atividade de alguns B-lactdmicos que possuem
um grupo basico ou levemente basico na cadeia lateral foi reduzido por quarenta
vezes em um ou mais meios: Mueller-Hinton, caseina-soja, meio para antibiéticos e
caldos infusao cérebro coracdo. Em contraste, o meio do ensaio ndao apresentou

nenhum efeito sobre a atividade de compostos que possuiam fungdes acidas ou nao



Revisdo Bibliogréafica 47

ionizaveis na cadeia lateral. A extensao pelo qual o meio influenciava a atividade
antimicrobiana foi também dependente do microrganismo e do método de ensaio. O
efeito foi mais pronunciado no método de diluigdo em caldo do que difusdo em agar

e ocorreu mais frequentemente em bactérias Gram-negativo.

Estudos demonstraram que a susceptibilidade da P. aeruginosa a gentamicina é
influenciada pela concentragdo de magnésio e calcio no meio bacteriolégico. Ronda
e colaboradores (1975) estudaram o efeito de cations divalentes, como magnésio e
calcio, na ligacao de aminoglicosideos as células bacterianas bem como a influéncia
das proteinas do soro humano. Foi verificado que a ligagdo da gentamicina e de
outros aminoglicosideos as proteinas do soro humano variava significantemente
com a carga do meio empregado. Os autores observaram que as ligagbes as
proteinas aumentavam com a reducdo da concentracdo de cations divalentes. A
interagdo da gentamicina com as células de P. aeruginosa também aumentava e sua
atividade antimicrobiana era acentuada na auséncia dos cations. Em contrapartida, a
ligacdo do aminoglicosideo as células de E. coli e sua agao bactericida ndo variaram
na presenca ou auséncia de cations divalentes. Os autores sugeriram que a
interferéncia com a captacédo de gentamicina seria uma plausivel explicagdo para a
observagdo de que a CIM de gentamicina para a P aeruginosa aumentou com a

elevagao da concentracéo de calcio ou magnésio.

Brady e Katz (1990) variaram o conteudo de nutrientes do meio de cultura (75, 100,
125% da composi¢cao) empregado no doseamento de clortetraciclina, contudo a
concentracdo de agar permaneceu inalterada. Maiores halos de inibicdo foram

formados no meio com menor conteddo de nutrientes.

Em 2000, Butaye et al investigaram a influéncia de diferentes compostos na
atividade in vitro da flavomicina contra espécies de Enterococcus e verificaram que a
adicdo de proteinas ao meio Mueller-Hinton inibiu fortemente a atividade
antimicrobiana. A presenca de glicose nao teve nenhum efeito, ja o amido promoveu
a reducdo da acdo da flavomicina. Outras substancias como polissorbato 80 e
tributirina aumentaram a atividade contra varias espécies de enterococos.

= Tempo de pré-difusdo

O tempo decorrente entre adicionar as solugdes as placas e coloca-las para incubar
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pode variar. A taxa de difusdao da substancia no agar determina o tamanho do halo
de inibicdo que também esta correlacionado com a taxa de crescimento do
microrganismo. A atividade da substancia € medida somente pela extensdo da
difusdo do antimicrobiano antes de comegar a proliferagdo do microrganismo. Se
halos maiores sdo desejados, entdo a fase lag do crescimento microbiano deve ser
alterada. Isto pode ser obtido pela permanéncia das placas a temperatura ambiente
ou por sua refrigeracdo antes de incuba-las. Para reduzir a fase lag, resultando em
halos menores, as placas podem ser incubadas antes da adicao das solugdes teste
(GAVIN, 1957a).

Cooper e Linton (1952) verificaram que quando as placas permaneceram por um
determinado tempo a temperaturas mais baixas antes da incubacdo, os halos

obtidos eram maiores como previsto pela equacao de Cooper.

No doseamento das colicinas desenvolvido por Richardson e colaboradores (1968),
para cada colicina o diametro do halo de inibicdo e a inclinagdo da regressao foram
maiores quando o periodo de pré-difusdo foi mais prolongado. O efeito da pré-
difusdo em ambos, tamanho do halo e inclinacéo, foi marcadamente afetado quando
a duracao foi de 24h. Em periodos maiores que este, o didmetro do halo e a
inclinagao foram proporcionais ao logaritmo do tempo de pré-difusdo. Os autores

definiram que o periodo de pré-difusao de 24h foi o ideal para o ensaio.

Kavanagh (1974) verificou que o tempo de pré-difusdo causou um aumento no halo
de inibicdo. O autor comparou os halos de inibicdo da estreptomicina obtidos em
placas que permaneceram por 1 hora a 25 °C com halos de placas que nao foram
submetidas a esta condicdo. O tempo gasto para distribuicdo das solugdes nos
cilindros foi considerado como uma fonte de erro, ja que as primeiras solugdes
adicionadas teriam um maior tempo para se difundir que as ultimas. Este erro péde

ser reduzido com a rapida distribuicdo das solug¢des nas placas.

= Solucdes do padrio e amostra

O pH das solugbes da amostra e do padrao também segue a mesma linha de
raciocinio do meio de cultura: devem favorecer a atividade e estabilidade do

antibidtico. Solugdes tampdes sdo recomendadas como diluente para prevenir a
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decomposicado de substancias pH-sensiveis. Portanto, os valores de pH do meio de

cultura e das solugdes devem ser se possivel similares (Gavin, 1957a).

Loo e colaboradores (1945) compararam os halos de inibicdo obtidos com solugdes
de estreptomicina, na mesma concentracao, preparadas em diluentes de diferentes
pH. O aumento do halo de inibicdo foi nitido quando a solugao foi preparada em
meio alcalino. Neste estudo também foram empregadas solu¢des de estreptomicina
preparadas em diluentes contendo diferentes concentracbes de sais. A adigao de
fosfato causou marcado aumento no didmetro dos halos de inibicdo quando
comparado ao controle (solugdes de estreptomicina preparadas em diluente sem
fosfato). Um aumento no efeito também foi observado quando cloreto de sodio,
bicarbonato de sddio e sulfato de sddio foram adicionados. Contudo, na presenca de

tampao fosfato 0,1 M o efeito destes sais foi minimizado.

Para o doseamento de tobramicina foram testados diferentes diluentes, tais como
agua, tampao fosfato pH 8, pH 7 e pH 6. Os autores verificaram que a sensibilidade

do ensaio aumentou com a elevacéo do pH das solucdes teste (LAMB et al, 1972).

= Temperatura de incubacio

Kavanagh (1974) empregou a equacgado de Cooper para estudar a influéncia de
alguns fatores sobre o ensaio de antibiéticos. A temperatura influencia dois fatores
da equacgéo: o coeficiente de difusdo (D) e o tempo critico (t). O valor de D aumenta
com a elevacido da temperatura, enquanto o t reduz. Como a reducéo de t ocorre
mais rapidamente que o aumento de D, o fator Dt da equacdo de Cooper diminui
com o aumento da temperatura. Sendo o termo Dt diretamente proporcional ao
tamanho do halo, espera-se reducdo deste com o aumento da temperatura de
incubagdo, o que realmente ocorreu na pratica quando as temperaturas de 36 e

37 °C foram empregadas para estreptomicina.

Em 1990, Brady e Katz incubaram as placas com clortetraciclina as temperaturas 28,
30 e 32 °C e observaram que os halos aumentaram quando a temperatura de

incubacao foi menor.
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B  Método de diluicdo em série

O ensaio de diluicdo em série é simples em seu principio, de facil execu¢cdo e com
reposta do tipo tudo ou nada. Varias diluicbes do antibidtico em tubos pequenos séo
inoculadas com o microrganismo teste, incubados e a menor concentracdo da
substancia que causa aparentemente completa inibicdo do crescimento microbiano é
considerada como a concentracdo inibitoria minima. A CIM da amostra € comparada

a do padréao para determinar a atividade das substancias (KAVANAGH, 1963).

Schmidt e Moyer (1944) determinaram a poténcia de amostras de penicilina pelo
método de difusdo em agar e pelo diluicdo em série, e verificaram que os resultados

obtidos pelo ultimo método confirmaram os resultados do primeiro.

Donovick e colaboradores (1945) empregaram o método de diluigido em série para
quantificacdo de amostras de estreptomicina e verificaram que o desvio padrao das
poténcias determinadas em dias diferentes foi de 7,5%. O aumento da precisédo das
medidas foi conseguido por preparo em duplicata dos tubos. Os autores
consideraram como desvantagem do método o fato das solugbes serem estéreis.
Além disso, observaram que a CIM do padrao de estreptomicina modificou com a

variagéo do lote de triptona empregado.
C Método turbidimétrico

Neste método, concentragdes graduadas do antibidtico sdo adicionadas aos tubos
contendo meio de cultura liquido inoculado com o microrganismo teste. Os tubos séo
incubados por determinado tempo e a resposta do microrganismo € evidenciada
pela turvacdo do meio de cultura, a qual é€ medida por meio de um
espectrofotbmetro. O crescimento microbiano é fungdo da concentragdo, sendo,
portanto, a resposta graduada. Por comparagao da resposta obtida para amostra

com a da substancia padrao determina-se a poténcia desconhecida (GAVIN, 1957Db).

Em 1943, Foster e Wilker investigaram a influéncia de alguns fatores sobre o0 método
turbidimétrico para penicilina desenvolvido por eles. Foi verificado que a alteracédo de
pH do caldo nutriente ndo modificou a quantidade de penicilina necessaria para inibir
50% do crescimento de S. aureus. A adicdo de glicose no meio também foi

pesquisada e observou-se a obtencdo de curvas de inibigdo irregulares. Neste
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mesmo trabalho foi descrito outro procedimento turbidimétrico para doseamento da
penicilina empregando como microrganismo teste o Bacillus adhaerans. Em ambos
0s métodos, a curva analitica foi obtida por plotar a porcentagem de transmitancia

versus a concentragao do antibiético.

Mcmahan (1944) testou a influéncia do tempo de incubagao na poténcia obtida pelo
meétodo turbidimétrico para a penicilina e verificou ndo haver diferenca entre os

resultados obtidos para os tempos de 3h; 3h30min e 4h de incubacéo.

O doseamento turbidimétrico para cloranfenicol foi descrito por Smith e
colaboradores (1948) que utilizaram a porcentagem de crescimento da Shigella
paradysenteriae como resposta. Esta foi plotada contra o logaritmo da concentragao

para obtencéo da curva analitica.

Joslyn e Galbraith (1950) investigaram varios fatores (densidade do indculo,
composicdo do meio de cultura e presenga e auséncia de substancias
antimicrobianas) com o objetivo de desenvolver um método turbidimétrico que seria
adequado para determinar a atividade de compostos que ndo possuiam substancias
de referéncia disponiveis. No caso dos testes com antibiéticos foram empregados o
cloranfenicol e Shigella sonnei como microrganismo teste. O fim da incubagao foi
determinado pelo crescimento microbiano do tubo controle (sem antibidtico) que
deveria alcangar 72% T. A curva analitica foi obtida pela relagdo entre a

porcentagem de crescimento microbiano e o logaritmo da concentragao.

Em 1973, Stankewich e Upton desenvolveram um método turbidimétrico para
quantificacdo da carbenicilina empregando a E. coli como microrganismo teste. A
curva analitica relacionando a absorvancia e a concentracdo de carbenicilina foi
obtida e a andlise de regressdo demonstrou que o desvio de linearidade nao foi
significativo. Influéncia do pH do meio e tempo de incubacédo foram testados. A
precisdo do método foi determinada por analise de dois diferentes lotes de
carbenicilina em cinco dias consecutivos. Essas amostras também foram analisadas
pelo método de placas. O desvio padrdo relativo foi calculado para ambos os
métodos, sendo igual a 1,1% para o turbidimétrico e 3,8% para o de difusdo. Os
autores concluiram que o método é mais preciso que o de placas, no entanto, os

resultados obtidos pelos dois ndo foram significativamente diferentes.
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v' Teoria quantitativa do crescimento e inibigdo microbiano

A leitura de turbidez dos tubos pode ser feita em absorvancia (densidade optica) ou
porcentagem de transmitancia. No entanto, Treffers (1956) em seu trabalho preferiu
usar a leitura em densidade Optica que em porcentagem de transmitancia, uma vez
que em uma faixa apropriada de concentracdo, a densidade optica é diretamente
proporcional a massa microbiana em condi¢gdes padronizadas. Neste trabalho varias
curvas concentragado-resposta foram mostradas, sendo que a mais vantajosa foi
obtida ao se plotar o logaritmo da concentragao versus probito (desvio unitario da

curva normal x 5).

Contudo, Kavanagh (1968) questionou o uso do grafico log-probabilidade,
introduzido por Treffers (1956) por se tratar de uma relagdo empirica entre a
concentracdo do antibiético e o crescimento microbiano observado. Uma nova
equacao relacionando a turbidez e a concentragdo do antibidtico foi desenvolvida
assumindo quatro suposicoes: (i) a fase lag € zero ou a mesma para todas as
concentragbes do antibidtico; (ii) as condigbes de incubagdo séo idénticas para
todos os tubos ensaiados; (iii) as bactérias em todos os tubos estdo em fase
logaritmica do crescimento quando a incubacgao é finalizada, e a taxa de geragao no
tubo individual é constante durante a incubacao; (iv) a constante da taxa de
crescimento aparente € funcdo linear da concentracdo do antibiético. A equagao
resultante demonstrou uma relagéo linear entre o logaritmo da concentragdo de
células (em um tempo t) e a concentracéo do antimicrobiano. Os dados fotométricos

nao se ajustaram plenamente a equagao porque a suposicao (iii) foi violada.

Segundo Rippere (1979), quando uma faixa extensa de concentragcdo é testada,
uma sigmoide é obtida ao se plotar o logaritmo da concentracdo versus a
absorvancia. A porcao central da curva demonstra uma relagado linear entre a
concentracido e a resposta e somente esta por¢cao pode ser utilizada para predizer
com exatiddo a poténcia de amostras. Esta porcdo linear, idealmente, apresenta
uma inclinagao de -0,4 a -1,2 unidades de absorvancia, baseada no aumento de 10
vezes na concentracdo. A inclinagcdo deve ser reprodutivel em dias diferentes, bem
como a linearidade da resposta na faixa ensaiada. A inclinagdo menor que -0,4 nao
€ desejavel por gerar medidas de crescimento inexatas em tubos apds a incubacéo,

0 que ira refletir em uma inapropriada estimagao da poténcia da amostra com um
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desvio positivo de 3%. Por outro lado, inclinagdes maiores que -1,4 ou -1,5 séo
usualmente acompanhadas por uma ampla variagdo no crescimento de tubo para

tubo gerando resultados imprecisos.
v' Fatores que influenciam o método turbidimétrico

Varios fatores influenciam o método turbidimétrico, sendo que alguns s&o similares
aos do método por difusdo em &gar. E o caso das solucdes do ensaio e do pH e da

composi¢cédo do meio de cultura (GAVIN, 1957Db).

= Substincias a serem ensaiadas

As substancias devem ser soluveis em agua ou em solvente miscivel em agua que
nao interfira no crescimento microbiano na concentragdao usada; ndo devem causar

turvacao ou precipitar. As solugdes preparadas devem ser estéreis.

= |ncubacado

A incubacao pode ser realizada em banho-maria ou em estufa. Contudo, em banho-
maria a variagao de temperatura € menor, principalmente se um banho com

circulagao de agua é empregado.

= Término da incubacio

Ensaios de antibiéticos sao finalizados por adicao de uma substancia que interrompe
o crescimento microbiano, geralmente formaldeido a 12%, ou aquecimento a 80 °C.
Segundo Kavanagh e Ragheb (1979), o aquecimento em banho-maria a 80 °C € o
melhor método, pois todos os tubos podem ser imersos ao mesmo tempo no banho.
Quando se emprega a adigdo de formaldeido tubo a tubo, a diferenca de tempo
existente entre o primeiro e o ultimo tubo a receber a solugdo promove um erro na
medida do crescimento, o qual € evitado com o uso do banho-maria. Em um
experimento em que os dois métodos foram utilizados, o desvio padrao para o

método de aquecimento (0,0077) foi menor que para o outro (0,010).

= Medida de turbidez

As células devem estar homogeneamente distribuidas no caldo, portanto, o tubo
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deve ser invertido varias vezes e a leitura realizada 15 minutos apos a
ressuspensao. O tempo gasto para realizar a leitura dos tubos deve ser menor que
15 minutos para 80 tubos (KAVANAGH e RAGHEB, 1979).

= | impeza da vidraria

Um fator importante para a boa performance do método turbidimétrico é a limpeza
da vidraria utilizada no procedimento, além de outras questdes, como o residuo das
substancias usadas no processo de limpeza. O residuo de acidos crémico e sulfurico
originados da solugdo de limpeza pode ser tdo efetivo em reduzir o crescimento
microbiano como o antibidtico. A utilizacdo de uma mistura de acido sulfurico e
nitrico (95:5) é mais eficaz que a solugao crémica, além de evitar problemas com os
ions de cromo. Apds imersao da vidraria na solugdo acida por 24 horas, o enxague
deve ser realizado treze vezes em agua corrente e duas vezes em agua destilada
(KAVANAGH, 1963).

3.6 Delineamentos de ensaios microbiolégicos

Em muitos ensaios, é necessaria uma inspecao preliminar dos dados experimentais
para verificar se estes seguem as suposi¢cdes particulares de cada ensaio. No caso
dos doseamentos microbioldgicos é considerado que: a relagdo entre o logaritmo da
concentracdo e a resposta pode ser representada por uma linha reta na faixa
empregada; as respostas obtidas para cada concentracdo s&o normalmente
distribuidas; o desvio padrao de cada resposta é independente do efeito em si e a

distribuicdo dos tratamentos é um processo randémico (INTERNATIONAL..., 1979).
v" Retas paralelas 3x3 e 2x2

O delineamento retas paralelas 3x3 € dito simétrico, pois a razdo entre as
concentragbes adjacentes e o numero de concentragdes ensaiadas do padréo e da
amostra sao iguais. Ao se plotar as respostas obtidas para o padrdo e amostra
contra o logaritmo da concentragcdo, duas retas sao obtidas. Estas devem ser
paralelas, uma vez que padrao e amostra contém a mesma substancia. Além disso,
devem apresentar regressao significativa, isto é, o microrganismo deve responder de
forma diferente as concentragdes do antibidtico. E por fim, a relacdo entre o

logaritmo da concentracéo e o diametro do halo deve ser linear. Baseado nestes trés
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fatores, as férmulas para o calculo de poténcia foram desenvolvidas (BLISS, 1956;
HEWITT, 1977).

No trabalho de Bliss (1956), sdo descritas as formulas para o célculo de poténcia e
dos parametros de validade do ensaio. Também € explicada a necessidade do
calculo de intervalo de confianca, o qual € uma medida da precisao de cada poténcia
determinada. Neste intervalo espera-se que esteja incluido o valor verdadeiro da
poténcia da amostra com certo nivel de confianca (geralmente 95%). Ensaios

simétricos, como o caso do 3x3, geram intervalo de confianga mais estreito.

Laska e Meisner (1987) em sua revisdo sobre métodos estatisticos para bioensaios
demonstraram a dedugao das féormulas de calculo de poténcia. Neste trabalho é
nitidamente perceptivel que o logaritmo da poténcia relativa corresponde a distancia

horizontal entre as retas do padrao e da amostra.

O delineamento 3x3 foi utilizado no método de difusdo em placas para doseamento
de cetoconazol em xampu desenvolvido por Staub e colaboradores (2005). Salgado
et al (2006) também empregaram este delineamento em seu trabalho sobre o

doseamento de gatifloxacino em formas farmacéuticas.

Um delineamento de execugao mais simples é o retas paralelas 2x2, uma vez que
sdo utilizadas apenas duas concentragbes de cada preparacdo. Contudo, é
preconizado na farmacopéia brasileira (FARMACOPEIA..., 1989) que seu emprego

somente possa ser feito apds o desenvolvimento do ensaio 3x3.
v" Delineamento 5x1

E um delineamento descrito na farmacopéia americana (THE UNITED..., 2008) em
que se empregam cinco concentragdes do padrao para obtengc&do da curva analitica

€ uma da preparacdo amostra. Portanto, € um ensaio assimétrico.

Foi classificado por Hewitt (2007) como sendo um ensaio de retas paralelas devido a
base do calculo ser a mesma do ensaio de retas paralelas: a reposta deve ser

diretamente proporgao ao logaritmo da concentragéao.

Neste delineamento cada placa contém apenas dois tratamentos: a solugdo do
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padrao correspondente a concentracao intermediaria da curva analitica (solugao de
referéncia) e uma das outras quatro solugdes do padrdao ou a solugao da amostra.
Devido a variagao entre as placas, as respostas do padrdo devem ser corrigidas a

partir da resposta da solugao de referéncia presente em todas as placas.

O procedimento de correcdo do FDA consiste em calcular a média das respostas de

todas as placas para cada concentragdo do padrio (Ei); a média da solugao de

referéncia para cada nivel de concentragao (ESi) e a média de todas as respostas da

solucao de referéncia (53).

A correcgao é feita pelas equagdes 1 e 2:
F. =P,—Ps (equagdo 1)

Pc =Pi +F, (equacdo 2)

As respostas corrigidas sdao empregadas para obtencdo da curva analitica. O
método da farmacopéia americana (THE UNITED..., 2008) consiste em calcular as
respostas para as concentragdes mais baixa e mais alta da curva, a partir das
respostas corrigidas de todas as concentragdes. A inclinagdo da reta resultante da
unido desses dois pontos sera utilizada no calculo da poténcia. A partir deste

procedimento, n&o é possivel avaliar o ajuste dos dados ao modelo linear proposto.

A farmacopéia mexicana (FARMACOPEA..., 2004) e o Hewitt (2007) apresentam um
calculo em que se faz a corregao individual dos halos e todas as respostas sao
empregadas para obten¢do da curva analitica, o que permite avaliar se o modelo é

adequado.

Em 1979, Kavanagh empregou o delineamento 5x1 para o doseamento de
cefalexina e avaliou a forma de correcéo das respostas segundo o método do FDA.
Ele verificou que este procedimento ndo acarreta erro somente quando a média do
didmetro da solucdo de referéncia for idéntica ao ponto central da melhor curva
analitica. Quando a correcao foi realizada tanto nos halos do padrdo quanto da
amostra, a estimativa da poténcia a partir da equagédo de regressao evitou estes

erros.
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3.7 Métodos para doseamento da tirotricina e gramicidina
A Método baseado na hemdlise

O método de doseamento da tirotricina desenvolvido por Dimick (1943) foi baseado
na propriedade hemolitica do antimicrobiano. Uma suspensdo de eritrécitos foi
preparada e distribuida em tubos, nos quais se adicionaram as solugdes de
tirotricina de 8 a 20 ug/ml. A porcentagem de transmitancia dos diferentes tubos foi
determinada a 660 nm. O valor da diferenca de transmitancia de um tubo contendo
os eritrocitos ndo hemolisados daquele com a tirocidina foi utilizado como resposta
para obtengdo da curva analitica. Segundo o autor, o método apresentou boa

precisao.

B  Métodos microbioldgicos

A tirotricina, produzida pelo Bacillus brevis, é constituida pelos antibioticos tirocidina
e gramicidina. Nos varios métodos microbiolégicos descritos para doseamento da
tirotricina, somente a gramicidina interfere nas medidas das respostas, uma vez que
a tirocidina pode ser inativada por certos componentes do meio de cultura, além de
ser menos ativa que a gramicidina sobre o microrganismo teste. Desta forma, a

tirocidina ndo contribui para atividade antimicrobiana observada (LECLERCQ, 1968).

v' Método de difusdo em agar

A aplicacdo do método de difusdo em agar para o doseamento da tirotricina é
dificultada pelos fatos do antibidtico ndo se difundir bem no meio de cultura soélido e
pela baixa solubilidade em agua (LECLERCQ, 1968; VIOLA e CANESTRINI, 1966).
Contudo, tal método foi desenvolvido por Vuilleumier e Anker (1958) que
empregaram como microrganismo teste a Sarcinea lutea ATCC 9341 (atual Kocuria
rhizophila ATCC 9341), em placas com monocamada, com um intervalo de 5 a
15 pg/ml de tirotricina e utilizando um tempo de pré-difusdo de 8 horas a
temperatura ambiente. Este método foi modificado por Viola e Canestrini (1966) que
aumentaram o tempo de pré-difusdo para 20 horas a temperatura de
aproximadamente 5 °C. A reta obtida por Viola e Canestrini (1966) apresentou uma
inclinagdo menos acentuada que a encontrada pelo método de Vuilleumier e Anker

(1958), no entanto halos de maior didametro foram observados.
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Curry, J. (1963) também desenvolveu um método para doseamento da tirotricina
empregando a técnica de gradiente em placa que consistiu na utilizacdo de placas
com trés camadas: a primeira contendo apenas o meio de cultura que forma uma
camada inclinada; a segunda constituida por agar adicionado de tirotricina cuja
solidificacdo foi feita em superficie plana; e por fim, uma camada de pequena
espessura de meio de cultura inoculado com S. faecalis ATCC 10541 (atual
Enterococcus hirae ATCC 10541). Apds incubagado, o comprimento da area em que
ocorreu O crescimento microbiano na placa foi medida e a poténcia, em

porcentagem, calculada pela relagao:

resposta

Padi® %100  (equagdo 3).

amostra

resposta

Para gramicidina S, Toit e Rautenbach (2000) desenvolveram um método por
difusdo em micro-gel (DM) para determinacdo da atividade antimicrobiana deste
antibiotico. Neste estudo, o método desenvolvido foi comparado aos métodos por
difusdo em agar (DA) e ao turbidimétrico adaptado para microplacas (MT). Nesses
experimentos, empregou-se como microrganismo teste Micrococcus luteus NCTC
8340. A gramicidina S foi solubilizada em agua. A resposta foi determinada medindo
os halos de inibicdo em DA e determinando a dispersao da luz (A=620 nm) em DM e
MT. Os trés métodos foram comparados, sendo que DM e MT foram
aproximadamente duas vezes mais sensiveis que DA. Os resultados obtidos para os

trés métodos foram altamente reprodutiveis.

Rautenbach et al (2006) avaliaram a influéncia da estrutura de peptideos sobre a
magnitude da resposta antimicrobiana empregando entre eles a gramicidina S. Uma
curva dose-resposta foi obtida utilizando o método de difusdo em micro-gel e

Escherichia coli HB101 como microrganismo teste.
v Método de diluicdo em série

Reedy e Wolfson (1950) desenvolveram o método de diluicdo em série para
doseamento da tirotricina. Utilizou-se como microrganismo teste o S. faecalis M 19
(atual E. hirae ATCC 10541) que foi altamente sensivel a gramicidina (respondeu a

concentragdo de 0,0004 pg/ml), porém ndo respondeu tdo bem a tirocidina
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(0,3 pg/ml). Os autores destacaram a identificacdo de variantes resistentes a
gramicidina quando transferéncias diarias em caldo foram realizadas. Neste estudo
foram descritas técnicas para extragao da tirotricina de formas farmacéuticas em que
os excipientes poderiam interferir no doseamento do antibiético. Foi relatado que a

recuperacao em alguns casos, como em pomadas, foi de no minimo 80%.

Em 1983, Ando e colaboradores utilizaram a metodologia de diluigdo em série para
avaliar a atividade antimicrobiana da gramicidina S em estudo de relagao estrutura-
atividade deste peptideo. A CIM foi determinada para bactérias Gram-positivo e

Gram-negativo conforme informagdes contidas na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade biolégica da gramicidina S.

Microrganismo CIM (ug/mL)
S. aureus FDA 209P 6,25
Bacillus subtilis PCI 219 3,13
Escherichia coli NIHJ JC-2 > 100
Salmonella typhosa Boxhill 58 > 100
Shigela flexneri EW-10 6,25
Shigella sonnei EW-33 100
Klebsiella pneumoniae DT 12,5
Proteus vulgaris IFO 3988 >100

FONTE: ANDO et al, 1983.

Niaraki et al (2000) ao estudarem a relagdo estrutura-atividade em analogos da
gramicidina S, também avaliaram a atividade antimicrobiana desta contra varios
microrganismos: bactérias Gram-positivo e negativo e levedura. Neste sentido, a
CIM para cada microrganismo foi determinada empregando o método microbiolégico
turbidimétrico (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade biolégica da gramicidina S contra bactérias Gram-positivo, Gram-
negativo e levedura.

Microrganismo CIM (ug/mL)

S. aureus SAP0017 1,5
S. aureus K147 1,

S. epidermidis 1,5
Bacillus subtilis 3.1
E. faecalis 1,5
Corynebacterium xerosis 1,5
Candida albicans 4,0
Pseudomonas. aeruginosa K799 25
Pseudomonas. aeruginosa Z61 6,2
Salmonella typhimurium C587 18
Salmonella typhimurium C610 9,0
Escherichia coli UB1005 9,0
Escherichia coli DC2 3.1

FONTE: NIARAKI et al, 2000.
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Kiricsi e companheiros (2002) avaliaram analogos da gramicidina S, (que se
diferenciavam pelo tamanho do anel da molécula), em relacdo a inibicdo do

crescimento de Acholeplasma laidlawii B utilizando método turbidimétrico.

Em 1996, Tanimoto et al estudaram a agdo da gramicidina S sobre esporos
dormentes de Bacillus subtilis, determinando a concentracéo inibitéria minima da

gramicidina S utilizando o método turbidimétrico (resposta do tipo tudo ou nada).
v' Método turbidimétrico

Um método turbidimétrico para tirotricina foi desenvolvido utilizando o S. hemolyticus
ATCC 9854 na fase logaritmica do crescimento. Solugdes de tirotricina na faixa de
0,06 a 0,225 ug/ml foram preparadas e adicionadas (200 ul) aos tubos com 5 ml de
meio inoculado (inéculo a 2%). O delineamento 4x1 foi empregado e a curva
analitica obtida ao plotar a resposta versus a concentragao de antibiotico no meio de
cultura. A precisao do ensaio foi avaliada pela determinagdo de poténcia nos niveis
80, 100 e 120% em seis doseamentos realizados em trés semanas. A variabilidade
dos resultados foi menor que a obtida pelo método descrito na farmacopéia
americana XIV (MILLER et al, 1952).

O método turbidimétrico desenvolvido por Kramer e Kirshbaum (1955) empregava
9 ml de meio de cultura inoculado com S. faecalis ATCC 10541 (in6culo a 1%) e 1 ml
de solugdes de tirotricina de 0,008 a 0,032 pg/ml. Apds a incubagéo a porcentagem
de transmitancia foi lida em um colorimetro com filtro de 580 nm, cujos 100 e 0%
foram ajustados com os tubos com a maior e menor concentragao de tirotricina
padrao, respectivamente. A concentracdo de tirotricina versus a porcentagem de
transmitancia foi plotada para obtencdo da curva analitica. O erro padrdo do
doseamento da amostra a 0,02 ug/ml foi de 0,0006 ug/ml. O método foi aplicado no
ensaio de varias formas farmacéuticas contendo tirotricina e nao foi verificada
interferéncia dos demais compostos da formulagcdo. Também foi realizado o
doseamento de gramicidina em solu¢des nasais empregando a técnica descrita e os

resultados foram satisfatorios.

Os fatores que influenciam o doseamento da tirotricina pelo método turbidimétrico

foram discutidos por Leclercq (1956), que realizou um procedimento empregando
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S. aureus 209 P e S. faecalis M 19 como microrganismos teste (indculo a 2%). A
relacdo entre o logaritmo da concentragao e a resposta foi utilizada para obtencgao
da curva analitica. A interferéncia causada pela presenca de brometo de
cetiltrimetilaménio nas formulagbes foi estudada e verificou-se que em uma
concentracdo cinquenta vezes superior a da tirotricina, o quaternario de amdnio nao

influencia nos resultados.

Em 1966, Leclercq publicou uma revisdo dos métodos de doseamento turbidimétrico
para tirotricina e descreveu procedimentos para quantificacdo de gramicidina e

tirocidina isoladas e misturas dos dois antibioticos em diferentes proporgoes.

Em 1965, Casilli e colaboradores também desenvolveram um método turbidimétrico
para quantificar a tirotricina em presenca de brometo de cetiltrimetilamonio, que
apresenta atividade antimicrobiana podendo interferir nos resultados de poténcia da
tirotricina. Foi utilizado como microrganismo teste uma cepa de S. aureus resistente

ao brometo de cetiltributilamonio.

A farmacopéia americana (THE UNITED..., 2008), a britanica (BRITISH..., 2007) e a
mexicana (FARMACOPEA..., 2004) trazem a monografia da gramicidina matéria-
prima. Os trés compéndios preconizam o doseamento microbioldgico turbidimétrico

para a quantificagado da gramicidina (Tabela 4).
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Tabela 4. Descrigdo dos métodos turbidimétrico existentes para doseamento da tirotricina © e gramicidina ™.

(continua)
Concentragéo .
. . A N Fim de
Microrganismo | Composic¢éo do do Duracéo de . .
Autores, ano . Solvente - . . ~ Modo de leitura crescimento
teste meio de cultura antimicrobiano incubacéao . .
microbiano
(Hg/ml)
REEDY e : o ; - ~
WOLFSON. Streptqcoccus Digesto trlptl_co Alcool eOtI|ICO a 0.1 18 — 24 horas Tl_Jrva(;ao do
19500 faecalis M-19 de lactalbumina 95% meio de cultura
Quando a
) diferenca de
Alcool etilico a turvacao entre o
o ~
Toptona; osiato | (S50 | 0a5; 0.0, | BOCOma
MILLER et al, Streptococcus de potassio Propi que), 0,100; 0,066 = gur
0 i G ropilenoglicol concentragédo de , adigédo de
1952 hemoliticus bibasico; glicose o . (curva o colorimetro ~
. 50% (v/v) e alcool e tirotricina for de solucdo de
ATCC 9854 adicionado de tl 875125 analitica);0,125 30 a 40 f Ideid
albumina etilico ( I ) (amostra) o ormalgeldo a
— solucéo de unidades de 12%
trabalho turbidez de Klett
(em torno de 5h
— 5h30min)
Peptona, extrato
de levedura, de
carne, cloreto de Alcool etilico a 0,032; 0,028;
KRAMER e Streptococcus sodio, glicose, 95% (solugao 0’0245 0’0205 . Adlga~o de
) fosfato de o 0,016; 0,012; Colorimetro solucao de
KIRSHBAUM, | faecallis ATCC . estoque); agua 3 horas . ,
Q) potassio ~ 0,008 (curva (filtro 580 nm) formaldeido a
1955 10541 . (solugdes de e\ o
monobasico, analitica); 0,020 12%
trabalho).
fosfato de (amostra)

potassio dibasico
(Penassay broth)
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(concluséo)
Autores, ano | Microrganismo | Composicdo do Solvente Concentracéo Duracéo de Modo de leitura Fim de
teste meio de cultura do incubacéao crescimento
antimicrobiano microbiano
(ng/ml)
Extrato de carne,
de I:v:)c:]l;ra, Alcool etilico a
bath)eIEi)oIégica 60% (solugao
Streptqcoccus glicose cIoretc; estoque.); solugéo 0,026; 0,040; Aspecto
LECLERCQ, faecalis M-19 de sédio, fosfato de pr(?pllepogllcol 0,060; O,QS_JO _ adequado,c_ja . Adico de
19560 ou de potassio 50 ’/9 e alcool (curva analitica); | curva analitica nefeldbmetro formaldeido
Staphylococcus monobasico etilico 95% 0,033; 0,050; (em torno de 4
aureus 2090 fosfato de ’ (87,5:12,5) — 0,075 (amostra) horas)
B solucbes de
potassio dibasico, trabalho
peptona de
caseina
Staphylococcus Alcool etilico a Quando os Adigao (?e
aureus 95% (solugao tgbos_ sem . formaldeido
CASILLI e resistente ao Caldo Penassa estogque); 4gua 10 tirotricina Espectrofotdmetro 40% e 30
RAGNI, 1965% brometo de y Iq ) g apresentarem (530 nm) minutos de
cetiltrimetilamo (solugdes de 42 — 46% de repouso antes
. trabalho) o )
nio transmitancia da leitura.
Quando o tubo
1000 (solugao contendo a .
UN?—TI—IIEII:D thterococcus .o Alcool etilico a estoque); 0,04 solugcao de 0,04 | Espectrofotdmetro Adlgao’de
irae ATCC Meio n°3 95%% ~ formaldeido a
2008 10541 () (.concentr_a,lglao pg/mi aeres_entar (530 ou 580 nm) 12%
intermediaria) absorvéancia de
0,35.
Enterococcus Metanol (estoque)
hirae ATCC Tampao pH 7,0
BRITISH..., 10541 ou Meio C com polissorbato Espectrofotémetro Adicéo de
2007% Staphylococcus 80 a 0,1 mg/ml P formaldeido.
aureus ATCC (solugao de
6538P trabalho)
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v Método espectrofotométrico

Um método baseado no efluxo de Rb* pelas células de S. faecalis ATCC 10541
promovido pela gramicidina foi desenvolvido por Miller (1979). E conhecido que as
células do microrganismo teste sdo capazes de acumular ions Rb* durante o
crescimento, portanto, esse foi cultivado em meio de cultura rico em Rb*. Em
seguida, as células foram lavadas e utilizadas no preparo de uma suspenséo
distribuida em tubos contendo solugbes de gramicidina em diferentes
concentragbes. Apo6s 30 minutos de contato, a suspensado foi filirada e a
concentracdo de Rb" no filtrado determinada por espectrofotometria de absorcéo
atbmica. A concentracdo de Rb* apresentou uma boa correlacgdo com a
concentragdo de gramicidina, exceto quando o numero de células utilizadas no

preparo da suspensao foi baixo.
C Metodo cromatogréfico

Boyer e colaboradores (1995) desenvolveram um método por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para doseamento de tirotricina, benzocaina e mentol
presentes em pastilhas para infecgbes de garganta. Contudo, verificou-se que a
sensibilidade ao mentol foi baixa, e assim, desenvolveu-se para este composto um
método por cromatografia gasosa (CG) empregando canfora como padrao interno.
As condigbes cromatograficas para o doseamento de benzocaina e tirotricina por
CLAE foram: coluna cromatografica de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de
didametro interno empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano, tamanho de particula 5 uym; fase moével composta por metanol,
tampéo fosfato pH 3,31 (75:25 v/v), fluxo de 1 ml/min; volume de injecdo de 20 ul e
deteccao a 270 nm. Nestas condigdes foram observados trés picos referentes a
tirotricina, sendo que somente o pico de maior area foi utilizado para obtencdo da

curva analitica. A seletividade, precisao e linearidade foram avaliadas pelos autores.

Em 1997, Adams et. al. desenvolveram um método por CLAE para o doseamento de
gramicidina, polimixina B e neomicina presentes em formas farmacéuticas liquidas.
Este meétodo  utilizou como fase estacionaria uma coluna de
poliestirenodivinilbenzeno. As condigdes cromatograficas para determinagcdo de

polimixina B, neomicina e gramicidina estdo mostradas na Tabela 5. A seletividade,
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repetibilidade, linearidade e robustez foram avaliadas e os autores concluiram que

tais parametros foram adequados.

Tabela 5. Condigbes cromatograficas para determinacdo de polimixina B, neomicina e
gramicidina.

Condlgo’e s Polimixina B Gramicidina Neomicina
cromatograficas
Volume de injecao 100 100 20
(ML)
7 g de sulfato de 70 9 Qe sulfato de
o sédio, 1,4 g de
sodio, 50 ml de
. L. 180 ml de Tetra- octanossulfonato
, acido fosférico 1 M, . . .
Fase movel hidrofurano, agua | de sédio, 50 ml de
160 ml de ~
o g para 1000 ml. tampao fosfato 0,2
acetonitrila , agua ,
para 1000 ml M pH 3,0, agua
para 1000 ml
Fluxo (ml min™") 1,0 1,0 1,0
Temperatura da

coluna (°C) 60 65 35

Detecgdo UV a 215 nm Uva215nm | Detecsao por pulso

eletroquimico

FONTE: ADAMS et al, 1997
3.8 Validagdo de métodos analiticos

A demonstragédo da habilidade de um método analitico para quantificar € de grande
importancia para assegurar a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos
farmacéuticos. Consequentemente, antes de um método analitico ser implementado
na rotina, deve primeiro ser validado para demonstrar que € adequado para seu
propésito (ROZET et al, 2007).

O estudo de validagao consiste na determinacéo de parametros de desempenho do
meétodo, tais como especificidade, seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,

robustez, limite de deteccgao e limite de quantificacao.

Existem legislagdes e guias sobre a validagdo de meétodos analiticos. No Brasil, a
resolugdo RE n°899 de 2003 é um guia para validagdo de métodos analiticos e
bioanaliticos. Além dessa, existem guias do Food and Drug Administration (FDA), da
International conference on harmonisation (ICH), do Instituto Nacional de metrologia
(INMETRO), da Association of official analytical chemistis (AOAC) e outros.

O processo de validacdo deve ser aplicado a métodos novos ou aqueles descritos

em compéndios oficiais que tenham sido utilizados fora dos escopos para os quais
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foram concebidos, ou ainda, em casos de alteragcdes das condi¢des ja validadas. Os
estudos para determinar os parametros de desempenho devem ser realizados com
equipamentos e instrumentos dentro das especificacbes, adequadamente calibrados
e validados. Da mesma forma, o operador que realiza os estudos deve ter
conhecimento suficiente sobre o trabalho e ser capaz de tomar as decisbes

apropriadas durante a realizagcado do estudo (INSTITUTO..., 2003).

Segundo a Resolugdo RE n°899 de maio de 2003, os testes séo classificados em
quatro categorias conforme seu objetivo (Tabela 6) e os parametros a serem
avaliados (Tabela 7) durante o processo de validacdo dependem de sua
classificagdo (AGENCIA..., 2003).

Tabela 6. Classificacdo dos testes segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinagdo do principio ativo em

produtos farmacéuticos ou matérias-primas.
1] Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de
impurezas e produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e
matérias-primas.
Il Testes de performance (por exemplo: dissolugcdo, liberagdo do
ativo).
v Testes de identificagao.

Fonte: AGENCIA..., 2003.

Tabela 7. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua
finalidade.

. iall . .
Parametro Categoria | - Ca.ltegorla ———— Categoria lll | Categoria IV
Quantitativo |Ensaio limite
Especificidade Sim Sim Sim ® Sim
Linearidade Sim Sim N&o ® Nao
Intervalo Sim Sim ® ® Nao
Precisao . . - . -
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Precisdo. (i (i Nao (i NET
Intermediaria
Limite de detecgao N&o N&o Sim ® Nao
Limite de Nao Sim Nao 0 Nao
quantificagao
Exatiddo Sim Sim ® ® Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte: AGENCIA..., 2003.

(') pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
M se houver comprovagao da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacédo da Precis&do
Intermediaria.
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A Especificidade e seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presencga de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacgao e
componentes da matriz (AGENCIA..., 2003). A legislac&o brasileira ndo distingue o
conceito de especificidade e seletividade. Rozet (2007) discute em seu trabalho a
diferenca existente entre esses dois parametros, exemplificando que uma reagao
especifica ou teste é aquele que ocorre somente com a substancia de interesse,
enquanto uma reacao ou teste seletivo é aquele que ocorre com outras substancias,

mas exibe um grau de preferéncia pela substancia de interesse.

Para o INMETRO (INSTITUTO..., 2003), um método que produz resposta para
apenas um analito € chamado especifico. Um método que produz respostas para
varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é

chamado seletivo.

Como poucos métodos respondem somente a um analito, o termo seletividade ao
invés de especificidade deve ser utilizado para a maioria dos casos de metodologias
analiticas (ROZET et al, 2007).

Para analise quantitativa, a seletividade pode ser determinada realizando o
procedimento com amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com
quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras nao
contaminadas. Além dessas, devem ser incluidas amostras armazenadas sob
condigdes de estresse (por exemplo, luz, calor umidade, hidrdlise acida/basica,
oxidagao). Para comparagao dos resultados obtidos com amostras sem alteracéo e
amostras contaminadas, submetidas as condi¢des de estresse ou placebos podem
ser aplicados os testes F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e, em
seqguida, o teste t (Student) de comparagao de médias (INSTITUTO..., 2003).

B Linearidade e curva analitica

Segundo a resolucdo RE n°899 (AGENCIA..., 2003) em sua primeira parte referente
a validacdo de métodos analiticos, a linearidade é a capacidade de uma metodologia
analitica de demonstrar que os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a

concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Contudo,
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na parte referente aos métodos bioanaliticos o conceito de curva analitica € inserido
como sendo a representacdo da relacdo entre a resposta do instrumento e a

concentracido conhecida do analito.

Para Rozet (2007) a linearidade refere-se a relagao entre a quantidade introduzida e
a quantidade calculada a partir da curva analitica, enquanto a curva analitica (ou
funcao resposta) € a relagcéo entre a resposta instrumental e a concentracédo. Nesta
linha de raciocinio, o guia do FDA (U.S. FOOD..., 2001) ndo emprega mais o termo
linearidade, mas sim curva analitica. A linearidade € requerida para a avaliagao da
tendéncia (HUBERT et al, 2007a).

No minimo seis diferentes concentragdes do analito devem ser utilizadas para
obtencao da curva analitica no caso de métodos bioanaliticos. Os resultados devem
ser analisados por métodos estatisticos apropriados como o calculo de regresséo
linear pelo método dos minimos quadrados. Para as curvas obtidas devem ser
calculados o coeficiente de correlagao linear, o coeficiente angular e o intercepto da
reta. Como critério de avaliagéo, o coeficiente de correlagéo linear deve ser igual ou
superior a 0,98 (AGENCIA..., 2003).

Quando o método dos minimos quadrados ordinario € utilizado alguns requisitos
devem ser cumpridos: as varidncias das respostas nos diferentes niveis de
concentragdo devem ser homogéneas e os residuos independentes. A normalidade
dos residuos deve ser comprovada para que a analise de variancia seja utilizada na
analise de regressdo. Desta forma, testes estatisticos s&o empregados para
comprovar tais premissas. Além disso, o teste de desvio de linearidade também é
realizado com o objetivo de verificar se o modelo linear é adequado. Assim, nao
somente o coeficiente de correlacéo (r) € empregado na avaliagao da curva analitica
(MONTGOMERY et al, 2001; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005).

Outro parametro associado a relagao entre resposta e concentragcédo € o coeficiente
de determinagado, r?, que expressa a proporcdo da variancia total das respostas
explicada pelo modelo proposto. Este coeficiente é frequentemente interpretado
como uma avaliagao da qualidade do ajuste do modelo. No entanto, a imposi¢ao de
um valor de r* maior que 0,99 n3o é garantia de qualidade dos resultados a serem
obtidos pelo procedimento analitico (HUBERT et al, 2007b).
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C Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados e
um valor aceito como referéncia. Deve ser determinada utilizando, no minimo, trés
concentragbes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variagdo do
procedimento, realizando-se, no minimo, cinco determinagdes por concentracéo. E
preconizado que seja determinada a exatidao intra e inter-dias e a variagdo maxima
permitida € de + 15% do valor de referéncia, exceto para o limite quantificagcao, cuja
variacao € de + 20%. A exatiddo é expressa pela relagdo entre a concentragéo
média determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente
(AGENCIA..., 2003).

Exatidao = Concentragéo exp erimental

k x100 (equacéo 4).
concentragao tedrica

A proximidade dos resultados encontrados ao valor aceito como verdadeiro é
resultante da soma de erros sistematicos e randémicos ou aleatérios, isto €, do erro
total associado ao resultado. Portanto, a exatiddo é estudada como duas
componentes: veracidade - trueness (bias) e precisao (desvio padrao) (HUBERT et
al, 2007a; ROZET et al, 2007).

O erro de um procedimento analitico avalia sua habilidade de produzir resultados
exatos. Assim, a estimativa de erro total do procedimento é fundamental para se
avaliar a validade do método (HUBERT et al, 2007b).

A veracidade esta relacionada com os erros sistematicos do procedimento analitico.
E a proximidade entre o valor médio obtido por uma ampla série de determinacdes
(xi) e um valor aceito como referéncia (u7). E usualmente expresso como bias
(viés). A veracidade tem sido referenciada como exatiddo, mas este uso nado é
recomendado (HUBERT et al, 2007b; ROZET et al, 2007).

O bias a cada nivel de concentracdo € obtido pelo calculo da diferenga entre a

média da concentracdo calculada (xi) e a introduzida (ut). Pode ser expresso como
bias absoluto, relativo ou recuperacao (HUBERT et al, 2007a; ROZET et al, 2007).
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bias=x; — [T (equagéo 5)
bias relativo (%)=100* {X'_—”Tj (equacéo 6)
M
recuperacao (%) = 100x X1 _100 - bias relativo (%) (equagao 7)
Wy

A linearidade permite avaliar a veracidade, isto é, ao se plotar o valor esperado
versus o0 observado, espera-se obter uma reta cujo intercepto seja igual a zero e a
inclinagao igual a um (CAULCUTT e BODDY, 1983; JARDY e VIAL, 1999). No
entanto, a relagdo linear entre a concentragao calculada e a introduzida ndo garante

a auséncia de bias em um procedimento analitico (HUBERT et al, 2007a).
v' Erros em um procedimento analitico

Caulcutt e Boddy (1983) classificaram em trés tipos os erros que podem afetar
determinacdes repetidas realizadas em um laboratério (Figura 4):

- erros aleatorios ou randémicos que sao irregulares, nédo preditos e resultam em
variabilidade nas medidas repetidas;

- erros sistematicos que, se presente, afetam a sequiéncia de determinagdes
igualmente. Isto é, se as determinagcdes sdo feitas em lotes, como ocorre
frequentemente, entdo o erro sistematico devera resultar em um aumento ou
reducdo de uma quantidade fixa em todas as determinag¢des do lote. Neste caso, o
erro € dito sistematico fixo para distinguir do erro sistematico relativo, no qual todas
as determinagbes de um lote serdo aumentadas ou reduzidas por uma mesma
porcentagem. Erros sistematicos fixos ndo levam a variagdo dentro de cada lote,
mas sim, entre os lotes (Figura 5);

- erros grosseiros que sao raros de ocorrer.
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Densidade de probabilidade fx)
A

X m Xy X

Figura 4. Caracteristicas da distribuigdo dos resultados de uma medida: Xx,, valor

verdadeiro; m, valor mais provavel (esperado); x;, valor observado a i medida; e;, erro

aleatorio; ) , erro sistematico (bias), O, desvio.
Fonte: JARDY e VIAL, 1999.

E rro sistematico fixo Erro sistematico relativo
M: & mMe &

- |
Ce Ce

Figura 5. Erros sistematicos fixo e relativo: m¢, concentracdo determinada; c., concentragéo

esperada.
Fonte: JARDY e VIAL, 1999.
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D Precisao

Precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra em condigdes definidas. A
precisao é geralmente expressa como desvio padrao (dp) ou desvio padrao relativo
(DPR) — INSTITUTO..., 2003.

DPR = dTp X100; (equacao 8)
c

no qual, dp é o desvio padrdo e ¢ é a concentragdo média determinada.

A precisao estima o erro aleatério associado ao procedimento analitico, isto € a
dispersdo dos resultados em torno do valor médio. A estimativa da preciséo
independe do valor verdadeiro (ROZET et al, 2007). Esta deve ser considerada em

trés niveis:

- repetibilidade (preciséo intra-corrida) - concordéancia entre os resultados dentro de
um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. E
verificada utilizando-se, no minimo, trés concentragdes (baixa, média e alta),
contemplando a faixa de variagao do procedimento, realizando-se, no minimo, cinco
determinagdes por concentragao;

- precisao intermediaria (precisao inter-corridas) - concordancia entre os resultados
do mesmo laboratoério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes.

- reprodutibilidade (precisédo inter-laboratorial) - concordancia entre os resultados
obtidos em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente

aplicados a padronizagao de metodologia analitica.

Como critério de avaliagdo, o desvio padrao relativo (DPR) ndo deve assumir valores
superiores a 15%, exceto para o limite de quantificagdo, para o qual se admite
valores menores ou iguais a 20% (AGENCIA..., 2003).

v' Comparacdao da precisao de dois métodos

Quando se pretende avaliar se dois métodos (A e B) tem diferengas significativas

entre si, em termos de precisao, pode-se recorrer ao teste F bilateral. Este se baseia



Revisdo Bibliogréafica 73

no calculo da razdo entre as varidncias dos dois métodos (Fcalc =s2/s2),

colocando-se a maior no numerador, de modo que a raz&o seja maior ou igual a um.
Em seguida, compara-se este valor obtido com o valor tabelado de F. Se Fcaiculado fOr
menor ou igual ao Fiapelado, 0S dois métodos nao apresentam diferengas significativas

entre si, relativamente as suas precisdes (INSTITUTO..., 2003).
v Intervalo de tolerancia

Contudo a questao da validacido nao é a validade do resultado obtido pela média do
erro total calculado, mas a garantia de que o resultado produzido pelo mesmo
procedimento analitico no futuro sera confiavel. Este € o papel de B-intervalo de
tolerancia, que é o intervalo que contém (% dos resultados individuais futuros. Dois
termos sao contidos no intervalo de tolerancia, sendo que um deles é a veracidade e
o outro é o coeficiente de variagdo da precisdo intermediaria. Por esta razao, o
intervalo de tolerancia deve ser assim considerado como uma expressdo da
exatiddo dos resultados. Entdo o método pode ser considerado exato, a B nivel de
confianca, para a concentracdo no nivel em questdo, se o intervalo de tolerancia
esta incluido nos limites pré-definidos (HUBERT et al, 2007b).

E Limite de quantificacéo

Segundo a legislagcdo brasileira, € o menor nivel quantificavel com precisdo e
exatidao aceitaveis. Deve ser determinado por meio da analise de solugdes de

concentracdes decrescentes do farmaco.

No guia do INMETRO (INSTITUTO..., 2003), o limite de quantificagdo é a menor
concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de
precisao e veracidade (trueness). Este limite, apds ter sido determinado, deve ser

testado para averiguar se as exatidao e precisdo conseguidas sao satisfatorias.

No guia de validagdo de métodos bioanaliticos do FDA (U.S. FOOD..., 2001),
encontra-se a distingdo entre o limite de quantificacdo inferior e superior, que é
respectivamente, a menor e maior quantidade do analito em uma amostra que pode

ser quantificada com adequada precisao e exatidao.
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F  Limite de deteccao

E a menor concentragdo do farmaco que pode ser detectada empregando o método
analitico desenvolvido. A resposta produzida por tal concentracido é diferente
estatisticamente da resposta do branco (solugao que néo contém o farmaco). Pode
ser estabelecido por meio da analise de solugdes de concentracdes conhecidas e

decrescentes do farmaco, até o menor nivel detectavel.
G Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se
considerar a avaliacdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a
variagdes nas condi¢cbes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes

devem ser incluidas no procedimento (AGENCIA..., 2003).
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4 MATERIAIS

4.1 Microrganismos padréo

Enterococcus hirae ATCC 10541; Kocuria rhizophila ATCC 9341;
Staphylococcus aureus ATCC 6538; Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

4.2 Amostra e padréo

gramicidina matéria-prima (Fabricante: Alpharma; lote: 810108;
poténcia: 1043 ug/mg validade: 06/2009 - doagdao Laboratério Kinder Ltda);
gramicidina padrdao de referéncia (Fabricante: Sigma-Aldrich; lote:058K1473;
poténcia: 960 ug/mg; validade: 05/2010).

4.3 Reagentes

fosfato de potassio dibasico (Synth); fosfato de potassio monobasico
(Synth); cloreto de sédio (Synth); acetona (Synth); polissorbato 80 (Synth); alcool
etilico (Merck); formaldeido (Synth); dimetilaminobenzaldeido (Synth); metanol

(Merck); acido cloridrico (Merck); acido acético glacial (Merck).
4.4 Meios de cultura

caldo para antibiotico n° 3 (Merck); caldo infuso cérebro coragéo
(Difco); agar para antibidtico n® 1 (Difco); agar nutriente (Prodimol); caldo GCLT
(extrato de carne — 3,0 g; extrato de levedura — 5,0 g; triptona — 1,0 g; glicose — 1,0 g

e 4gua para 1000 ml); Lactalbumina (Difco); Casamino (Difco); Agar (Difco).
4.5 Vidrarias e outros materiais

placas de Petri de fundo plano (100 x 20 mm) - Pyrex; cilindros de ago
inoxidavel (8 x 9 x 10 mm); tubos com rosca (16 x 125 mm) - Pyrex ; al¢a de cultivo;
coluna cromatografica Lichrospher® 100 Merck C18 capeada, 250 mm x 4,6 mm,

5um.
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4.6 Equipamentos

estufa bacteriolégica (Forma Scientific); autoclave vertical modelo 415
para esterilizacdo de material (FANEM); autoclave vertical mod. 415 para
descontaminar material — FANEM; espectrofotometro UV-visivel (JENWAY 6400);
paquimetro digital (Mitutoyo); agitador de tubos (Phoenix); capela de fluxo laminar
vertical (Veco); sistema de purificagdo de agua (Millipore); potencibmetro — pH
(Analyser 300); balanga microanalitica BP210D (Sartorius); balanga semi-analitica
digital (OHAUS); banho maria (lka E4 Basic); cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia HEWLETT PACKARD 1200, com forno, injetor automatico e detector de

arranjo de diodos (DAD) ultravioleta-visivel.
4.7 Solucgdes

solugédo tampao n°1 (tampao fosfato 0,1 mol/l pH7,0 — solubilizar em
1000 mL de agua, 13,6 g de fosfato de potassio dibasico e 4,0 g de fosfato de
potassio monobasico. Ajustar o pH para a faixa 7,0 £ 0,2 com acido fosforico 18 N ou
hidréxido de potassio 10 N); solugdo tampao n°2 (tampao n° 1 contendo 0,01% (p/V)
de polissorbato 80); solugdo tampao n°3 (tampdo n° 1 contendo 1% (p/V) de
polissorbato 80); solugdo polissorbato 80 1% (Solubilizar em 100 mL de agua, 1,0 g

de polissorbato 80); solugéo de cloreto de sodio 0,9%.
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5 METODOS

5.1 Controle da matéria-prima

Para verificar a pureza da matéria-prima empregada e identificagdo da gramicidina
utilizaram-se a cromatografia em camada delgada (CCD) e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) conforme descrito na farmacopéia britdnica (BRITISH...,
2007).

A  Cromatografia em camada delgada
v' Preparo das solugées

Foram preparadas solugdes de gramicidina padrdo e amostra a 0,83 mg/ml em

alcool etilico a 80%.
v'  Preparo das placas de silica gel

Para a cromatografia utilizou-se placa de silica gel e mistura de metanol, butanol,
agua, acido acético glacial e acetato de butila (3:9:15:24:49) como fase movel. Na
placa foram aplicados 1 pL e 10 pyL das solugdes teste e de referéncia. Apds a
eluicdo, nebulizou-se solugdo acida de dimetilaminobenzaldeido a 0,02 g/ml sobre a
placa que, em seguida, foi aquecida a temperatura de 90 °C até o aparecimento de
manchas violaceas. Os valores de fator de retengdo (Rf) foram calculados para

solucao teste e de referéncia e comparados entre si.
B  Ensaio de composicao
v' Preparo das solugées

Para o preparo da solugédo de referéncia, pesaram-se 25,00 mg de gramicidina
padrao, que foram transferidos para um baldo volumétrico de 25 ml e dissolvidos em
10,0 ml de metanol e completou-se o volume com fase mével de modo a obter uma
solugdo a 1,000 mg/ml. A solucao teste foi preparada da mesma forma que a de

referéncia.
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v' Condigées cromatograficas

Utilizou-se cromatografo provido de detector ultravioleta (detector de arranjo de
diodos — DAD) a 282 nm, coluna cromatografica capeada empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octadecilsilano, mantida a 50 °C; fluxo da fase mével
de 1,0 ml/min e volume de injecdo de 20 pl. A inje¢do foi realizada no modo

automatico. Como fase movel foi empregada agua e metanol (29:71).
5.2 Preparo de material
A  Esterilizagao de material

Todo material, como vidrarias (placas, pipetas graduadas, tubos, cilindros, pingas e
outros), diluentes (tampoes, polissorbato 80 1%) e meios de cultura, foi esterilizado

por calor umido a 121 °C durante 15 minutos.
B Descarte de material

Apoés a leitura dos resultados, o material contaminado (placas, pipetas, cilindros,

tubos e outros) foi descontaminado por calor umido a 121 °C durante 25 minutos.

5.3 Desenvolvimento do método de difusdo em agar com meio de

cultura para antibiéticos n°1

O método de doseamento microbiolégico por difusdo em agar para gramicidina foi
desenvolvido com base em informacdes da literatura (FARMACOPEIA..., 1988;
HEWITT, 2007; KAVANAGH, 1963).

A Preparo das solugdes de gramicidina

O antibidtico utilizado no preparo das solucdes foi dessecado a 60 °C, sob pressao
de 0,67 kPa durante 3 horas (FARMACOPEIA..., 1988).

v'  Preparo da solugcdo estoque de gramicidina

Pesaram-se, exatamente, cerca de 25 mg de gramicidina que foram transferidos

para baldo volumétrico de 25 ml. Dissolveu-se em etanol e completou o volume com
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0 mesmo solvente, de modo a obter-se solugdo a 1000 pg/ml. Esta solugao foi
estocada por no maximo 30 dias (FARMACOPEIA..., 1988; THE UNITED..., 2008).

v'  Preparo das solugdées teste

A partir da solugdo estoque de gramicidina foram preparadas, por diluicdo, as

solugdes de trabalho empregando diferentes diluentes como descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Concentragdes das solugdes de trabalho e diluentes utilizados.

Concentracdes das solucdes de trabalho

Diluente
(Mg/ml)

Tampao n°1
2,00; 4,00; 8,00 e 16,0
Tampéo n°2

Tampao n°1
Tampao n°2
Tampéo n°3
15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 Acetona pa
Acetona a 80% (V/V)
Acetona a 60% (V/V)

Alcool etilico 95%

B  Selecdo do microrganismo teste

Para determinagdo do microrganismo teste, foram utilizadas cepas padrdo de
bactérias Gram positivo, verificando a sensibilidade de cada uma delas ao
antibiético, tendo em vista o espectro de agcdo da gramicidina (ORWA et al, 2001;
RAUTENBACH et al, 2006; TOIT e RAUTENBACH, 2000).

Os microrganismos testados foram: K. rhizophila (antigo Micrococcus luteus),

S. aureus, E. hirae e S. epidermidis.

As cepas foram fornecidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude
(INCQS) e foram mantidas no Laboratério de Controle de Qualidade Biologico,
FAFAR, UFMG a -50 °C em caldo infuso cérebro coragao (BHI) com 15% de glicerol.
Essas cepas foram reativadas pela transferéncia para agar inclinado BHI no caso do
E. hirae agar inclinado para antibidticos n°1 para demais microrganismos, e
incubadas a 36,5 + 1,0 °C por 24 horas.
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A partir de culturas de 24 horas, foi preparada para cada microrganismo uma
suspensao estoque com absorvancia de 1,0 £ 0,1 a 580 nm em solugao salina estéril
contida em tubo de vidro de 16 mm de didmetro. Um determinado volume de cada
suspensao de microrganismo foi adicionado ao agar fundido e resfriado a 48 — 50 °C,

para se obter indculos com concentrag¢des de 0,25 e 0,5% (V/V).

Foram utilizadas placas com dupla camada de meio de cultura, sendo 21,0 ml de
agar para antibidticos n°1 nao inoculado (meio base) e 4,0 ml do agar para
antibidticos n°1 inoculado (meio superficie) que foi adicionado sobre o meio base

apos a sua solidificagao.

Para cada microrganismo testado foram preparadas quatro placas. E em cada placa
foram colocados quatro cilindros de ago inoxidavel, posicionados de acordo com a
Figura 6.

Figura 6. Posicionamento dos cilindros na placa de Petri.

Solugbes de gramicidina com concentracao de 2,00; 4,00; 8,00 e 16,0 ug/ml diluidas
com solugdo tampao n°1 foram testadas com todas as bactérias. Cada cilindro foi
preenchido com 200 pl de cada solugdo de gramicidina. Desta forma, todas as

placas continham todos os tratamentos.

As placas foram incubadas a 36,5 £ 1,0 °C por 18 horas. O didametro dos halos de

inibicdo formados foi medido com paquimetro digital.
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C Tentativas de melhorar a difusdo do antibiético

Varios fatores influenciam o didmetro dos halos de inibicdo, alguns desses foram

modificados com o objetivo de aumentar os halos produzidos pela gramicidina.

O protocolo aplicado foi o mesmo descrito no item B de 5.3, porém com as variagdes

especificadas a seguir.
v' Variagao do tempo pré-difusao antes da incubacao das placas

Foram preparadas placas (n=4) contendo meios de cultura base e superficie,
empregando um inoculo a 0,25% de K. rhizophila. Apés adicdo aos cilindros das
solugdes de gramicidina 4,00; 8,00 e 16,0 ug/ml, preparadas em tampao n°1, as
placas permaneceram a temperatura ambiente por 1 hora antes de serem incubadas
a 36,5 £ 1,0 °C por 18 horas.

v Adequacgao das concentragées de gramicidina a serem utilizadas

na curva analitica

As solucdes teste de gramicidina foram preparadas em tampao n°1, a partir da
diluicdo de uma solugdo estoque a 1000 pg/ml em alcool etilico 95,0%. Foram
testadas as faixas de concentragdo de 4,00 a 16,0 (n= 4 placas) e de 15,0 a 100

Mg/ml (n= 6 placas) e tempo de pré-difusao de 1 hora.
v' Utilizagao de diferentes diluentes

Solugdes de gramicidina a 15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 pg/ml foram preparadas em
acetona pa, acetona a 60%, acetona a 80%, alcool etilico a 95% e solu¢des tampéo
n°2 e 3 (dados da Tabela 8).

Placas (n=5) contendo meios base e superficie foram preparadas, empregando um
indculo a 0,25% de K. rhizophila. Em cada placa foram colocados seis cilindros aos
quais foram adicionadas as solugdes teste de gramicidina e a solugcao do diluente
sem antibiotico (branco). O branco foi utilizado para verificar se os diluentes testados

apresentavam atividade antimicrobiana.
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54 Desenvolvimento do método de difusdo com &gar nutriente
A  Preparo das solucdes de trabalho
v' Preparo das solugées de trabalho de gramicidina

A partir da solugao estoque de gramicidina, como descrito em 5.3, foram preparadas

por diluicdo as solugdes de trabalho empregando diferentes diluentes (Tabela 9).

Tabela 9. Concentragdes das solugdes de trabalho de gramicidina, diluentes e numero de

placas utilizadas (n).

Concentragdes das solugdes de trabalho (pg/ml) Diluente n
15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 Tampéo n°3 5
Tampao n°3 6
5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 80,0
Polissorbato 80 1% 5
8,0; 12,0; 18,0; 27,0 € 40,5 Polissorbato 80 1% 4
7,1;10,7; 16,0; 24,0 e 36,0 Polissorbato 80 1% 4
5,0;7,5; 11,3; 16,9; 25,3 e 37,9 Polissorbato 80 1% 4

v Preparo das solugées de dlcool etilico em tampdo n°3 e

polissorbato 80 1%

Solugdes contendo alcool etilico, sem gramicidina, foram preparadas em tamp&o n°3
e polissorbato 80 1% nas mesmas concentracbes presentes nas solugdes de
antibidtico (0,48 a 7,60% V/V).

B  Adequacdo das concentracées de gramicidina, em tamp&o n°3, a

serem utilizadas na curva analitica

Foram preparadas solu¢des de gramicidina nas faixas de concentracdo de 15,0 a
100 pg/ml e 5,00 a 80,0 ug/ml (Tabela 9). Essas solu¢des foram aplicadas em placas
com agar nutriente, 21,0 ml de meio base e 4,0 ml de meio superficie, com indculo a
0,25% de K. rhizophila. Foram colocados cinco cilindros em cada placa, que foram
mantidas a temperatura ambiente por 1 hora e incubadas a 36,5 + 1,0 °C por 18

horas.
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C Verificagdo da influéncia dos diluentes no diametro dos halos de

inibic&o

Foram preparadas placas (n=6) com inoculo a 0,25% de K. rhizophila em agar
nutriente, utilizando 21,0 ml de meio base e 4,0 ml de meio superficie. Em cada
placa foram adicionados seis cilindros, nos quais se aplicaram o tampdo n°3 e as
solugdes de alcool etilico 0,48 a 7,60% (V/V) neste diluente. Essas placas
permaneceram a temperatura ambiente por 1 hora e foram incubadas a
36,5 + 1,0 °C por 18 horas.

Esse procedimento foi realizado novamente, empregando como solugdes teste as
solugcdes de gramicidina na faixa e 5,00 a 80,0 ug/ml preparadas em polissorbato 80
1% (n=5) e as solugdes de etanol 0,48 a 7,60% (V/V) também em polissorbato 80
1% (n=6).

D Tentativas de melhorar a difusdo do antibiético em agar nutriente
v' Adicédo de glicerol ao meio de cultura

Durante o preparo do agar nutriente adicionou-se glicerol, na concentracéo de 3%
(p/V), aos erlenmeyers contendo os meios base e superficie. O meio base (21,0 ml)
foi distribuido em placas, sendo que apos a sua solidificacdo acrescentou-se 4,0 ml
do meio inoculado com K. rhizophila a 0,25%. Foram aplicadas as solugdes de
gramicidina de 5,00 a 80,0 pg/ml em polissorbato 80 1% nessas placas (n=4), que
foram mantidas a temperatura ambiente por 1 hora e incubadas a 36,5 + 1,0 °C por

18 horas.
v" Variagao do contelido de 4gua no agar nutriente

Preparou-se o &gar nutriente com 25% e 50% a mais do volume de agua
recomendado pelo fabricante. Estes meios de cultura foram empregados tanto como

base quanto superficie. Foram feitas trés placas para 25% e quatro para 50%.



Métodos 86

v Emprego de placas com monocamada e dupla camada

Foram testadas placas (n=4) com dupla camada de meio (21,0 ml de agar nao
inoculado e 4,0 ml de meio inoculado) e placas com uma unica camada de meio

inoculado (10,0 ml).

Nesses ensaios foram utilizadas solugdes de gramicidina de 5,00 a 80,0 pg/ml
preparadas em polissorbato 80 1%. Apds a adigao dessas solugdes aos cilindros, as
placas permaneceram por 1 hora a temperatura ambiente para, entdo, serem
incubadas a 36,5 + 1,0 °C por 18 horas.

v Emprego de diferentes concentragdes de in6culo

Foram preparados in6culos de concentragbes 0,25% e 0,1% de K. rhizophila
testados em placas com dupla camada (n=3). As solugdes de gramicidina utilizadas
no ensaio foram preparadas em polissorbato 80 1% nas concentracdes de 5,00 a
80,0 ug/ml. Ap6s a adigao dessas solugdes aos cilindros, as placas permaneceram
por 1 hora a temperatura ambiente para, entdo, serem incubadas a 36,5 + 1,0 °C por

18 horas.

v Adequacdo das concentracdes de gramicidina, em polissorbato 80

1%, a serem utilizadas na curva analitica

As solucgdes teste de gramicidina foram preparadas em polissorbato 80 1% conforme
item A de 5.4. Foram utilizadas placas (h=4) com camadas base e superficie, indculo

de K. rhizophila a 0,1% e tempo de pré-difuséo de 1h.
5.5 Validacdo do método de difusdo com &gar nutriente

A validagao foi realizada com o objetivo de estabelecer para o0 método desenvolvido
0s parametros: curva analitica, precisdo, exatiddo (veracidade), limites de

quantificacado e de deteccao, seletividade e robustez.

Para avaliagdo dos parametros foram utilizados os critérios presentes na legislagao
brasileira e em outros guias nacionais e internacionais de validagcdo (AGENCIA...,
2003; HUBERT et al 2007a, b; INSTITUTO..., 2001; INTERNATIONAL..., 1996; U.S.
FOOD..., 2001).
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Foram propostos dois delineamentos para o doseamento de gramicidina, retas

paralelas 3x3 e 5x1, validados segundo os parametros exigidos.

Em todos os ensaios foram empregadas placas contendo 21,0 ml de agar nutriente
(camada base) e 4,0 ml de meio inoculado (camada superficie) com in6culo a 0,1%
de K. rhizophila. Apdés a adigdo das solugdes de antibidtico, as placas
permaneceram por 1 hora a temperatura ambiente e foram incubadas a
36,5 + 1,0 °C por 18 horas.

A Curva analitica

Foram preparadas, em polissorbato 80 1%, solugdes padrao de gramicidina a 5,00;
7,50; 11,3; 16,9: 25,3 ug/ml a partir da diluicido da solugdo estoque preparada

conforme descrito em A de 5.3.

Foram preparadas placas em triplicadas para as concentragdes de 5,00; 7,50; 16,9 e
25,3 pyg/ml de gramicidina, respectivamente, P, P2, P4 e Ps. A concentracdo de
11,3 uL/ml foi utilizada como padrao de referéncia (P3) em trés dos seis cilindros de

cada placa (Figura 7).

Figura 7. Posicionamento dos cilindros na placa de Petri. (P;) solugdo padrdao de

gramicidina 11,3 ug/ml; (P) solugao padrao de gramicidina 5,00; 7,50; 16,9 ou 25,3 ug/ml.

Foram feitos dois experimentos com as concentracdes especificadas, obtendo-se no

mesmo dia duas curvas analiticas, cujos parametros de avaliagdo foram calculados
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e comparados. Para avaliagdo e comparagao de parametros inter-dias foram

realizados quatro experimentos em quatro dias diferentes.

Em ensaio de difusdo em agar com delineamento 5x1 (blocos incompletos)
recomenda-se utilizar um fator de correcdo para minimizar diferengas entre placas.

Foi utilizado um fator de correcdo empregando a solucao de referéncia P3.

A curva analitica foi tragada utilizando a média corrigida dos didmetros dos halos de
inibicdo (como descrito no APENDICE A) e o logaritmo das concentracdes de

gramicidina.

A correcdo dos halos de inibicao foi feita utilizando as equagdes 14 a 18 do
ANEXO A.

Para cada curva analitica, foi obtida a equacao da reta pelo método dos minimos
quadrados e realizada a analise da adequagao do modelo proposto. Além disso,
calculou-se o coeficiente de correlagao linear (r) que, segundo a resolugao brasileira
(AGENCIA..., 2003) deve ser igual ou superior a 0,98 para considerar a curva

analitica adequada.
B Precisao e exatidao

Foram empregados dois diferentes delineamentos de ensaio: retas paralelas 3x3 e

5x1. A precisao e exatidao foram determinadas para ambos os delineamentos.
B.1 Delineamento 3x3
v Repetibilidade e exatidao intra-dia

Trés niveis de concentragcao baixo, médio e alto foram utilizados para avaliar a
repetibilidade e exatiddo dos resultados. Empregou-se padrdo de gramicidina no
preparo das solugdes a serem dosadas, o que aumenta a confiabilidade da poténcia

dessas solucdes.

Solugbdes de gramicidina padrédo foram preparadas em polissorbato 80 1% nas
concentragdes: 2,50; 5,00 e 10,00 ug/ml para a avaliagao do nivel a 50% do valor
real; 5,00; 10,0 e 20,0 pg/ml para o nivel a 100% e 7,50; 15,0 e 30,0 pug/ml para
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150%. Também foram preparadas solugbes padrdo a 5,00; 10,0 e 20,0 pg/mi
empregadas para tragcar a curva do padrdo, com a qual serdo comparadas as
demais retas obtidas nos diferentes niveis (50, 100 e 150%). Para cada uma das
trés faixas de concentracdo foram preparadas trés séries de solugdes, realizando

desta forma, trés doseamentos a cada nivel.

Para cada doseamento foram empregadas oito placas, sendo que em cada placa
foram adicionadas as trés solugcdes da série padrao e as trés da série teste,

caracterizando um bloco completo (Figura 8).

Figura 8. Posicionamento dos cilindros na placa de Petri. (P4, P, e P3) solugbes padrao de

gramicidina 5,00; 10,0 e 20,0 ug/ml; (A1, A2 e A3) solugdes teste de gramicidina.

Os resultados obtidos foram utilizados para avaliacdo tanto da exatiddo quanto da
precisao intra-dia do método. A poténcia média de gramicidina em cada nivel (50,
100 e 150%) e o desvio padrao relativo (DPR) foram calculados (n=3). O valor de
DPR para o doseamento de antibiético em cada nivel deve ser no maximo 15% e o
valor médio da poténcia deve estar entre 85 e 115% (AGENCIA..., 2003; U.S.
FOOD..., 2001).

v Precisdo intermediaria e exatidao inter-dias

O procedimento descrito no item anterior, Repetibilidade e exatidao intra-dia, foi
realizado em dois dias diferentes para avaliagdo da precisdao intermediaria e
exatidao inter-dias. A poténcia média de gramicidina em cada nivel (50, 100 e 150%)

e o DPR foram calculados (n=6).
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B.2 Delineamento 5x1
v Repetibilidade e exatidao intra-dia

Solugdes, utilizando padrdo de gramicidina, também foram preparadas nas
concentragdes tedricas de 5,00; 11,3 e 25,3 ug/ml para determinagao de poténcia
em niveis baixo, médio e alto, respectivamente. Além disso, foram preparadas
solugdes a 5,00; 7,50; 11,3; 16,9 e 25,3 ug/ml utilizadas na obtencdo da curva

analitica.

Para o doseamento em cada nivel foram utilizadas trés placas, nas quais foram
adicionadas a solugédo teste (5,00; 11,3 ou 25,3 ug/ml) e a padrédo de referéncia
(11,3 pg/ml). Em um mesmo dia, foram realizados cinco doseamentos em cada
nivel, sendo, portanto, preparadas cinco solucdes teste de cada concentracdo. No

entanto, uma Unica curva analitica foi construida.

A poténcia média de gramicidina em cada concentragao (5,00; 11,3 e 25,3 pyg/ml) e o
DPR foram calculados (n=5). O valor de DPR para o doseamento de antibiético em
cada nivel deve ser no maximo 15% e o valor médio da poténcia deve estar entre 85
e 115% do valor tedrico (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).

v Precisdo intermediaria e exatidao inter-dias

Determinou-se a exatidao inter-dias com dados de dois experimentos em dias
diferentes, seguindo o procedimento descrito no item anterior (Preciséo e Exatid&ao
intra-dia para o delineamento 5x1). A poténcia média e o DPR para cada nivel foram

calculados (n=10).
C Seletividade

Para verificar a especificidade do método avaliou-se a atividade antimicrobiana de
um produto de degradagado da gramicidina obtido apds a hidrolise como descrito no
préximo item. De acordo com Orwa et al (2001), esse produto de degradacgao seria a
secogramicidina. Utilizou-se como microrganismo teste a K. rhizophila, nas

condigdes empregadas no doseamento do antibidtico.
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v Obtencgao da secogramicidina

A secogramicidina foi obtida por hidrélise da gramicidina, empregando o método
descrito por Ishii e Witkop (1964).

Foram dissolvidos 100,00 mg de gramicidina (matéria-prima) em 2,5 ml de metanol.
Adicionaram-se a solucao obtida 2,5 ml de acido cloridrico anidro a 2,9 N preparado
em metanol. A mistura foi mantida a temperatura ambiente por 1 hora e seca, em
seguida, em chapa com aquecimento. O residuo obtido foi solubilizado em 7,5 ml de
metanol e seco novamente. O residuo, entdo, obtido foi dissolvido em 2,5 ml de
acido acético e deixado em freezer a -15 °C para secagem sob refrigeragcéo. O pé
resultante foi empregado nos ensaios subseqlientes como produto de degradagao

da gramicidina.
v'  Ensaio de composicao

O método de CLAE foi utilizado para caracterizar o produto de degradagao obtido.
Assim, o cromatograma deste foi comparado ao da matéria-prima de gramicidina

(substancia de partida para sintese do hidrolisado).

Para realizagcdo do ensaio foi empregada a técnica descrita 5.1, sendo que foram

utilizadas solugdes do produto de degradacao e da matéria-prima.
v'  Ensaio do produto de degradagao da gramicidina

Para realizagcdo do doseamento da secogramicidina, preparou-se uma solugao
estoque a 1000 ug/ml em alcool etilico a 95%, que foi utilizada no preparo das

solucoes teste.

Realizou-se 0 doseamento empregando tanto o delineamento retas paralelas 3x3

quanto o 5x1.
C.1 Delineamento 3x3

A solucao estoque de secogramicidina foi diluida em polissorbato 80 1 % para obter
as solugdes teste a 5,00; 10,0 e 20,0 pg/ml. Solugbes padrdo de gramicidina

também foram preparadas nas mesmas concentragoes.
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Oito placas foram empregadas no doseamento da secogramicidina, nas quais se

adicionaram as solugdes teste e padrao.
C.2 Delineamento 5x1

Solucédo de secogramicidina a 11,3 upg/ml foi preparada em polissorbato 80 1% a
partir da solugéo estoque. Também se preparou solugdes padrdao de gramicidina de
5,00 a 25,3 pg/ml para obtengao da curva analitica. Utilizaram-se trés placas para

cada solugéo.
D Limite de deteccao

O limite de deteccao € a menor concentragao do analito que é possivel detectar pelo
método. Assim, foram preparadas placas com solugbes de gramicidina nas
concentragbes 1,00; 2,00; 3,00 ou 4,00 pg/ml e solugdo padrao de referéncia a
11,3 pg/ml. Além disso, placas com cilindros contendo o diluente sem antibiético e a

solugdo padrao de referéncia a 11,3 pg/ml também foram preparadas.

A média corrigida dos didmetros dos halos das solugbes teste de gramicidina
(equacgdes 14 a 18 do ANEXO A) foi comparada a média corrigida dos diametros dos

halos do diluente para determinagéo do limite de deteccéo.
E Limite de quantificacao
v' Limite inferior de quantificagao

Solugbdes de gramicidina padrédo foram preparadas em polissorbato 80 1% nas
concentragbes 2,00; 3,00 e 4,00 ug/ml para determinagdo do limite inferior de
quantificacdo, que € a menor concentragao que pode ser quantificada com exatidao
e precisdao. Também foram preparadas solugcbes padrdao de gramicidina de 5,00 a
25,3 pg/ml para obtengdo da curva analitica e realizagdo do doseamento pelo

delineamento 5x1. Para isto, foram preparadas trés placas para cada solugao.

O procedimento foi realizado em dois dias diferentes, sendo calculados a poténcia e
o intervalo de confianga a 95% (equagdes 19 a 34 do ANEXO A) para cada solugéo

testada. O valor médio da poténcia e o desvio padrao relativo para cada
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concentragcado de gramicidina também foram calculados para avaliagao da precisao e

exatidao dos resultados.
v' Limite superior de quantificagcao

Solugdes de gramicidina padrédo foram preparadas em polissorbato 80 1% nas
concentragdes 28,0; 30,0; 32,0 e 35,0 ug/ml para determinagao do limite superior de
quantificacdo (maior concentracdo que pode ser quantificada com exatidao e
precisdo). Também se empregou o delineamento 5x1 e o procedimento realizado foi

o0 mesmo do item anterior Limite inferior de quantificacéo.

O doseamento foi realizado em dois dias diferentes, sendo calculados a poténcia e o
intervalo de confianga a 95% para cada solugédo testada (equagdes 19 a 34 do
ANEXO A). O valor médio da poténcia e o desvio padrao relativo para cada
concentracado de gramicidina também foram calculados para avaliagao da precisao e

exatidao dos resultados.

F Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da variagdo do pH (6,0 e 8,0) do agar

nutriente e da composigao do meio utilizado como camada base.
v' Variagao do pH do meio de cultura

O agar nutriente foi preparado conforme descrito pelo fabricante, porém no lugar de
se utilizar o pH 7 este foi ajustado para 6 com acido cloridrico a 1 mol/l. Esse meio
foi utilizado como camadas base (21,0 ml) e superficie (4,0 ml) em placas, nas quais
foram adicionadas as solugbes padrdo de gramicidina de 5,00 a 25,3 ug/ml em
polissorbato 80 1%. Também foi testado o agar nutriente com o pH ajustado para 8,0
com hidréxido de sédio a 1 mol/l. Concomitantemente, o agar nutriente pH 7 foi

utilizado como controle para comparacao entre as trés curvas.

A distribuicdo das solugdes de antibidtico nas placas foi realizada conforme descrito

em A deste item.
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v' Variagao do meio de cultura da camada base

Foram preparadas placas com dupla camada, sendo o agar nutriente utilizado como
camada superficie (4,0 ml) inoculada com K. rhizophila 0,1%. Como camada base,
foram testados os meios: agar para antibidticos n°1, A, B e C. Os trés tltimos meios
apresentaram a mesma composi¢cdo do agar nutriente (peptona, extrato de carne,
cloreto de sédio e agar) diferenciando apenas quanto a peptona empregada em seu
preparo. No caso do agar nutriente utilizou-se a peptona de gelatina, sendo que em

A, B e C foram empregadas a triptona, casamino e lactalbumina, respectivamente.

As solugdes de padrao de gramicidina de 5,00 a 25,3 pg/ml foram adicionadas as

placas conforme descrito em A deste item.

Uma curva foi obtida empregando agar nutriente como meio base e de superficie

para comparagao com as demais curvas.

5.6 Doseamento de gramicidina matéria-prima empregando o método

de difusdo em agar nutriente

A determinacao da poténcia da matéria-prima gramicidina foi realizada empregando
os dois delineamentos validados: retas paralelas 3x3 e o0 5x1. Foram empregadas as

condigbes experimentais ja descritas.

Para o preparo das solugdes, tanto a matéria-prima quanto o padrao de gramicidina
foram dessecados a 60 °C, sob pressdao de 0,67 kPa durante 3 horas
(FARMACOPEIA..., 1988).

A Delineamento 3x3

v'  Solugées

- solucdo estoque (amostra): pesaram-se, exatamente, cerca de 25 mg de
gramicidina matéria-prima que foram transferidos para baldo volumétrico de 25 ml.
Dissolveu-se em etanol e completou o volume com o mesmo solvente, de modo a

obter-se solugao a 1000 ug/ml.
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- solucdes teste (amostra): foram transferidos 5,00 ml da solugdo estoque da
amostra para baldo volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com polissorbato
80 1%, obtendo solugdo a 100 pg/ml. Transferiram-se 5,00 ml para balbes
volumétricos de 100, 50 e 25 ml, cujos volumes foram completados com polissorbato

80 1%, de modo a obter, respectivamente, solu¢des a 5,00; 10,0 e 20,0 pg/ml.

As solugdes estoque e de trabalho do padrdao foram preparadas da mesma forma,

descrita anteriormente, para as solu¢des de matéria-prima.
v'  Preparo das placas

Nas placas (n=8) contendo o meio de cultura, foram colocados seis cilindros, nos
quais se adicionaram as trés solucbes da série padrao e as trés da série teste
(Figura 8).

Apds o periodo de incubacgdo, o didmetro dos halos foi medido com paquimetro

digital para o calculo da poténcia.
Foram realizados cinco doseamentos da matéria-prima.
B Delineamento 5x1
v'  Solugées

- solucdo estoque (amostra): pesaram-se, exatamente, cerca de 28,25 mg de
gramicidina matéria-prima que foram transferidos para baldo volumétrico de 25 ml.
Dissolveu-se em etanol e completou o volume com o mesmo solvente, de modo a

obter-se solugcéo a 1130 pg/ml.

- solucdes teste: transferiram-se 5,00 ml da solugdo estoque da amostra para baléo
volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com polissorbato 80 1%, obtendo
solugédo a 113 ug/ml. Transferiram-se 5,00 ml para baldo volumétrico de 50 ml, cujo
volume foi completado com polissorbato 80 1%, de modo a obter solugédo a

11,3 pg/mi.

- solucdo estoque (padrdo): pesaram-se, exatamente, cerca de 25 mg de

gramicidina padrdo que foram transferidos para baldo volumétrico de 25 ml.
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Dissolveu-se em etanol e completou o volume com o mesmo solvente, de modo a

obter-se solugao a 1000 ug/ml.

- solucdes padrao: foram transferidos 5,00 ml da solugdo estoque da amostra para
baldo volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com polissorbato 80 1%,
obtendo solugdo a 100 pg/ml. Transferiram-se 5,00; 3,75; 2,83; 4,23 e 2,53 ml para
baldes volumétricos de 100, 50, 25, 25 e 10 ml, respectivamente, cujos volumes
foram completados com polissorbato 80 1%, de modo a obter solugdes a 5,00; 7,5;
11,3; 16,9 e 25,3 ug/ml.

v'  Preparo das placas

Foram preparadas trés placas para cada solugéo (teste e padrdo) e em cada placa
foram colocados seis cilindros nos quais as solugcbes foram adicionadas conforme
Figura 7 (item A de 5.5).

Apds o periodo de incubagdo, o didmetro dos halos foi medido com paquimetro

digital para o calculo da poténcia.
Cinco doseamentos empregando o delineamento 5x1 foram realizados.
5.7 Célculo de poténcia pelo método de difusdo em agar
A Delineamento 3x3

Os célculos de poténcia, intervalo de confiangca a 95% e paréametros de validade do
ensaio (paralelismo, desvio de linearidade e regressao significativa) foram realizados
segundo as formulas descritas em Hewitt (2007). Foram utilizadas as equacdes 1 a
13 do ANEXO A.

B Delineamento 5x1

A poténcia, o intervalo de confianca a 95% e os parametros de validade do ensaio
(significancia da regressao e desvio de linearidade) foram calculados utilizando as

férmulas de Hewitt (2007) correspondentes as equagdes de 14 a 34 do ANEXO A.
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5.8 Método turbidimétrico para doseamento microbiolégico de

gramicidina segundo compéndios oficiais

A  Preparo das solucdes de gramicidina

As solugdes teste de gramicidina foram feitas a partir da diluicdo da solugéo estoque
cujo preparo foi descrito em 5.3. As concentracdes e diluentes utilizados estdo na
Tabela 10.

Tabela 10. Concentragbes das solucdes de teste e diluentes utilizados.

Concentracfes das solucdes de trabalho (ug/ml) Diluente

Alcool etilico 95%
0,028; 0,034; 0,04; 0,048; 0,057
Tampéo n°2

B  Método segundo Farmacopéia Americana (THE UNITED..., 2008)

Realizou-se 0 método preconizado pela farmacopéia americana para doseamento
de gramicidina matéria-prima com o objetivo de compara-lo ao método de difuséo

em agar desenvolvido.
v" Padronizacédo do inéculo

O microrganismo teste preconizado € o E. hirae. A farmacopéia americana
determina que a concentragdo do inéculo a ser utilizada deva ser tal que produza
uma turvagao de no minimo 0,35 unidade de absorvancia a 580 ou 530 nm, ap6s 3 a
5 horas de incubagao a 37 °C, em um tubo contendo 9,0 ml de meio inoculado
adicionado de 100 pl da solugdo de gramicidina a 0,04 pg/ml. Desta forma, foram

testadas varias concentracdes de indculo.

Preparou-se uma suspensao de microrganismo teste em solugéo salina estéril, com
absorvancia de 1,0 £ 0,1, a partir de uma cultura em agar BHI inclinado, incubada a
36,5+ 1,0 °C por 16 a 18 horas. A partir desta suspensao, foram preparados varios

in6culos conforme a Tabela 11.
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Tabela 11. Concentragdes de indculos testadas.

Volume de suspenséo de
Volume de meio de cultura
Concentracao do inéculo (%) | microrganismo adicionado ao ,
_ empregado (ml)®
meio de cultura (ml)

0,5 0,5 100,0
0,75 0,75 100,0
0,85 0,85 100,0
1,0 1,0 100,0
1,25 1,25 100,0
1,5 1,5 100,0
2,0 2,0 100,0

“meio para antibiético n°3.

Em um tubo contendo 100 pL de gramicidina a 0,04 pg/ml em alcool etilico 95%,
adicionou-se 9,0 ml de meio inoculado. Para cada concentracdo do indculo, trés
tubos foram preparados e incubados em banho-maria a 37 °C. Quando a leitura de
absorvancia estivesse proxima de 0,35, os tubos foram retirados do banho-maria e
0,5 ml de solucédo de formaldeido 12% foi adicionada para paralisar o crescimento
do microrganismo. Em seguida, as leituras de absorvéancia foram realizadas a 580
nm em espectrofotdmetro, com zero ajustado com 9,0 ml de meio de cultura ndo

inoculado adicionado de 100 uL de alcool etilico 95%.
v Obtencédo da curva analitica

Para obtencdo da curva analitica foram preparadas solugdes de gramicidina em
alcool etilico 95%, na faixa de 0,028 a 0,057 pug/ml (HEWITT, 1989).

Em tubos com rosca (16 x 125 mm) foram adicionados 100 pL das solug¢des de
gramicidina, sendo que cada concentragdo foi testada em triplicata. Aos tubos

acrescentou-se 9,0 ml de meio de cultura inoculado com E. hirae (inéculo 0,75%).

Em outros seis tubos foram adicionados 100 uyL da solugdo de alcool etilico 95%,
sendo que em trés colocou-se 9,0 ml de meio de cultura inoculado (branco
inoculado) e nos outros trés, 9,0 ml de meio de cultura sem microrganismo (branco

n&o inoculado).
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Todos os tubos foram distribuidos aleatoriamente em uma estante e incubados a
37 °C, sendo que o periodo de incubacao foi determinado verificando o tempo no
qual o tubo que continha a solugédo de gramicidina 0,04 pg/ml e 9,0 ml de meio de
cultura inoculado apresentou uma absorvancia de no minimo 0,35 a 580 nm. Apds a
incubacao, os tubos foram transferidos para um banho de gelo, 0,5 ml de solugéo de
formaldeido 12% foi adicionada a eles e a leitura de absorvancia a 580 nm foi

realizada.
C Método segundo Farmacopéia Britanica (BRITISH..., 2007)

E preconizado pelo método descrito na farmacopéia britanica o emprego de metanol
no preparo da solugdo estoque de gramicidina, tampdo n°2 como diluente das

solucdes de trabalho e E. hirae ou S. aureus como microrganismos teste.
v Obtencédo da curva analitica

Para obtengdo da curva analitica foram preparadas solugdes de gramicidina em

tampé&o n°2, com concentragbes de 0,028 a 0,057 ug/ml.

O método utilizado para realizacdo do ensaio foi idéntico ao descrito no item B de
5.8, exceto em relagédo ao branco nao inoculado, no qual se utilizou tampao n°2 no
lugar de alcool etilico 95%. Além de realizar o ensaio empregando o E. hirae (in6culo
de 0,75%) como microrganismo teste, utilizou-se também S. aureus (inéculo de
0,75%).

O tempo de incubacdo nao foi definido pela farmacopéia britanica. Desta forma,

utilizou-se o mesmo protocolo descrito pela farmacopéia americana.

5.9 Desenvolvimento do método turbidimétrico para doseamento

microbioldgico de gramicidina
A  Preparo das solucdes de gramicidina

A Tabela 12 apresenta as concentragdes das solugbes de gramicidina preparadas

em diferentes diluentes a partir da solugéo estoque, cujo preparo foi descrito em 5.3.
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Tabela 12. Concentragbes das solugdes de teste e diluentes utilizados.

Concentracfes das solucdes de trabalho _
Diluente
(ng/ml)
0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,64; 1,28 e Tampao n°2
2,56 Alcool etilico a 95%
0,08; 0,28; 0,48; 0,68; 0,88 e 1,08 Alcool etilico a 95%

B  Emprego do meio de cultura para antibiéticos n°3

v Adequacdo das concentracdes de gramicidina a serem utilizadas

na curva analitica

Foram preparadas duas séries de solu¢gdes de gramicidina nas concentragbes de
0,01 a 2,56 pg/ml, sendo uma preparada em alcool etilico a 95% e a outra em

tamp3o n°2. Estas solugdes foram testadas utilizando inéculo de E. hirae a 0,75%.

O ensaio foi realizado conforme descrito no item B de 5.8, com excegdo das
alteragdes citadas acima e do fato de que o crescimento do microrganismo, contido
no tubo com solugéo de gramicidina a 0,32 pg/mL (no lugar da solugéo a 0,04 ug/mL

do antibidtico), foi utilizado como referéncia para se determinar o fim da incubagao.
C Emprego do meio GCLT
v' Selecao do diluente

O ensaio descrito em B de 5.9 foi realizado novamente, empregando caldo GCLT
como meio de cultura. Foram incubados os tubos com as solugdes alcodlicas de

gramicidina e também trés tubos contendo apenas 9,0 ml de caldo inoculado.

Para comparacgao entre os dois diluentes utilizados (alcool etilico a 95% e tampéao
n°2), a absorvancia foi transformada em porcentagem de inibigdo do crescimento do

microrganismo teste utilizando a equagao 2 do ANEXO B.
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v Adequacdo das concentracées de gramicidina a serem utilizadas

na curva analitica e determinacdo do tempo de incubacgéo

Foram preparadas solu¢gdes de gramicidina na faixa de concentragédo de 0,08 a
1,08 pg/ml em alcool etilico a 95%, testadas em caldo GCLT inoculado com E. hirae
a 0,75% conforme descrito no item B de 5.8. Quatro estantes foram preparadas com
os tubos, em triplicata, das solugdes teste e dos controles (branco inoculado e n&o

inoculado).

Os tubos foram incubados por tempos definidos de 3h, 3h30, 4h e 4h30. No final do
periodo de incubacéo, foi adicionado aos tubos 0,5 ml de formaldeido a 12% (V/V) e

a absorvancia foi lida a 580 nm.
5.10 Validacdo do método turbidimétrico

A validagao foi realizada com o objetivo de avaliar a curva analitica, preciséo,
exatidao, limites de quantificacdo e de deteccgao, seletividade e robustez do método
turbidimétrico desenvolvido para doseamento de gramicidina. Os critérios
empregados para essa avaliagdo estdo presentes na legislagdo brasileira e em
outros guias nacionais e internacionais de validacdo (AGENCIA..., 2003; HUBERT et
al 2007a, b; INSTITUTO..., 2001; INTERNATIONAL..., 1996; U.S. FOOD..., 2001).
Como para o método por difusdo em agar, dois delineamentos foram propostos para
o doseamento de gramicidina pelo método turbidimétrico, retas paralelas 3x3 e 5x1,

validados segundo os parametros exigidos.

Em todos os experimentos, preparou-se uma solu¢ao estoque padréo a 1000 pug/ml
de acordo com o procedimento descrito em A do item 5.3. Essa solucao foi mantida
a 8 °C e utilizada no preparo das solugbes empregadas na obtengdo da curva
analitica. Em relagcdo as solugdes de gramicidina cujas poténcias foram
determinadas, diariamente, foi preparada uma solugéo estoque a 1000 pg/ml com a
substancia padrao a partir da qual foram feitas diluicbes para obtencédo das solucdes
de trabalho.
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A Curva analitica

Foram preparadas, em alcool etilico a 95%, solugbes padrdo de gramicidina a 0,08;
0,28; 0,48; 0,68 e 0,88 ug/ml.

Em tubos contendo 100 pl da solugdo de gramicidina foram adicionados 9,0 ml de
caldo inoculado com E. hirae (inéculo a 0,75%), sendo preparados trés tubos para
cada solugao. Também foram feitos, em triplicata, tubos correspondentes ao branco
inoculado (100 pl de alcool etilico a 95% e 9,0 ml de caldo inoculado) e nao
inoculado (100 pl de alcool etilico a 95% e 9,0 ml de caldo inoculado). Todos os
tubos foram distribuidos aleatoriamente em uma estante e incubados em banho-
maria a 37 °C durante 4 horas. Ao fim do periodo de incubagao, os tubos foram
colocados em banho de gelo e adicionou-se 0,5 ml de formaldeido a 12% em cada
um. Entdo, realizaram-se as leituras de absorvancia a 580 nm em
espectrofotdbmetro, com zero ajustado com o tubo correspondente ao branco néo

inoculado.

As leituras de absorvancia foram transformadas em porcentagem de inibicdo do
crescimento do microrganismo para construgdo da curva analitica (equagao 2 do
ANEXO B).

Para avaliacdo intra-dia dos parametros da curva analitica foram feitos dois
experimentos com as concentragcdes especificadas, obtendo-se no mesmo dia duas
curvas analiticas. A avaliagao inter-dias foi feita em trés dias consecutivos e em

cada um deles foi obtida uma curva.

Para cada curva analitica, foi calculada a equacéo da reta pelo método dos minimos
quadrados e realizada a analise da adequacdao do modelo proposto. Calculou-se
também o coeficiente de correlacao linear (r) que deve ser igual ou superior a 0,98
(AGENCIA..., 2003). As curvas obtidas no mesmo dia e em dias diferentes foram
comparadas estatisticamente por analise de covariancia, ANCOVA (SNEDECOR e
COCHRAN, 1996).
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B Precisdo e exatidao

Foram empregados dois diferentes delineamentos de ensaio: retas paralelas 3x3 e
5x1. A exatidao, compreendendo a precisao e a veracidade foi determinada para

ambos os delineamentos.

B.1 Delineamento 3x3
v Repetibilidade e exatidao intra-dia

Segundo a resolucdo brasileira (AGENCIA..., 2003), tanto a repetibilidade quanto a
exatidao dos resultados devem ser avaliados em trés niveis de concentragao: baixo,
meédio e alto. Assim, foram preparadas, em alcool etilico a 95%, solugbes de
gramicidina padrao nas concentragdes: 0,22; 0,38 e 0,54 pg/ml para doseamento a
80% do valor rotulado; 0,28; 0,48 e 0,68 pg/ml para o nivel de 100% e 0,34; 0,58 e
0,82 ug/ml para 120%. Também foi preparada uma segunda série de solu¢gdes nas
concentragdes de 0,28; 0,48 e 0,68 pg/ml para ser empregada como solugdes de
referéncia, com as quais as amostras nos diferentes niveis serdo comparadas para
determinacdo da poténcia. Para cada uma das trés faixas de concentracdo das
solucdes teste foram preparadas cinco séries de solucdes, realizando desta forma,

cinco doseamentos a cada nivel.

O doseamento foi realizado segundo procedimento descrito em A Curva analitica e o
calculo de poténcia e intervalo de confianca de cada solugdo foram calculados
utilizando as equagdes de 14 a 25 do ANEXO B.

Os resultados obtidos foram utilizados para avaliagao tanto da exatidao quanto da
precisao intra-dia do método. A poténcia média de gramicidina em cada nivel (80,
100 e 120%) e o DPR foram calculados (n=5). O valor de DPR para o doseamento
de antibiético em cada nivel deve ser no maximo 15% e o valor médio da poténcia
deve estar entre 85 e 115% (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).
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v Precisdo intermediaria e exatidao inter-dias

O procedimento descrito no item anterior, Repetibilidade e exatidao intra-dia, foi
realizado em dois dias diferentes para avaliagcdo da precisdo intermediaria e
exatidao inter-dias. A poténcia média de gramicidina em cada nivel (80, 100 e 120%)

e o DPR foram calculados (n=10).

B.2 Delineamento 5x1

v Repetibilidade e exatidao intra-dia

A repetibilidade e exatidao intra-dia foram avaliadas em trés diferentes niveis: baixo
referente @ menor concentragdo da curva analitica (0,08 pg/ml); médio referente a
intermediaria (0,48 ug/ml) e alto a maior concentragdo (0,88 ug/ml). Desta forma,
solugdes nestas concentragcdes foram preparadas com gramicidina padrédo. Em um
mesmo dia, foram realizados cinco doseamentos em cada nivel, sendo, portanto,
preparadas cinco solugdes teste de cada concentracdo. Além disso, foram
preparadas também solucdes padrao nas concentracdes de 0,08; 0,28; 0,48; 0,68 e

0,88 ug/ml para obtencao da curva analitica.

Todas as solugdes foram ensaiadas conforme descrito em A deste item e a poténcia
e o intervalo de confianga a 95% foram calculados empregando as equagdes de 40
a 50 do ANEXO B.

A poténcia média de gramicidina em cada concentragao (0,08; 0,48 e 0,68 ug/ml) e o
DPR foram calculados (n=5). O valor de DPR para o doseamento de antibiético em
cada nivel deve ser no maximo 15% e o valor médio da poténcia deve estar entre 85
e 115% do valor tedrico (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).

v Precisdo intermediaria e exatidao inter-dias

O procedimento descrito no item anterior foi realizado em dois dias diferentes para
avaliacao da precisdo e exatidao inter-dias. O valor médio das poténcias e o desvio
padrao relativo referente a cada concentracado (0,08; 0,48 e 0,68 ug/ml) foram

calculados (n=10).
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C Seletividade

Para verificar a seletividade do método avaliou-se a atividade antimicrobiana de um
produto de degradacgédo da gramicidina obtido apds a hidrélise como descrito em D
do item 5.5.

v' Ensaio do produto de degradagao da gramicidina

Para realizacdo do doseamento da secogramicidina, preparou-se uma solugao
estoque a 1000 pg/ml em alcool etilico a 95%, que foi utilizada no preparo das

solugdes teste.

Realizou-se 0 doseamento empregando tanto o delineamento retas paralelas 3x3

quanto o 5x1.

C.1 Delineamento 3x3

A solugao estoque de secogramicidina foi diluida em alcool etilico a 95% para obter
as solugdes teste a 0,28; 0,48 e 0,68 pg/ml. Solugbes padrdo de gramicidina

também foram preparadas nas mesmas concentragoes.

Para o doseamento da secogramicidina, realizou-se o procedimento descrito em A
deste item, contudo empregando as solugdes descritas anteriormente. O

procedimento foi realizado em dois dias consecutivos.
C.2 Delineamento 5x1

Solucédo de secogramicidina a 0,48 pg/ml foi preparada em alcool etilico a 95% a
partir da solugao estoque. Também foram preparadas solu¢des padrdo na faixa de
0,08 a 0,88 ug/ml para obtengdo da curva analitica. O procedimento utilizado foi o

mesmo de A e o doseamento foi realizado em dois dias consecutivos.

D Limite de deteccao

O limite de detecgdo consiste na menor concentracdo do analito detectada pelo

método. Assim, prepararam-se, em alcool etilico a 95%, solu¢des de gramicidina a
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0,01; 0,02; 0,04 e 0,06 pg/ml, que foram adicionadas aos tubos para ensaio

turbidimétrico conforme procedimento descrito em A.

As leituras de absorvancia correspondentes as diferentes concentragcdes de
gramicidina foram comparadas por ANOVA fator unico as leituras dos tubos do
branco inoculado (caldo inoculado e diluente) para determinagcdo do limite de

deteccao.

E Limites de quantificacao
v' Limite inferior de quantificagao

A menor concentracdo que pode ser quantificada com exatiddo e preciséao pelo
método foi determinada por meio do doseamento das solugdes de gramicidina
padrdo a 0,06 e 0,08 ug/ml. O delineamento empregado foi o 5x1, portanto, para
obtencdo da curva analitica foram preparadas solugdes padrao de gramicidina na
faixa de 0,08 a 0,88 pg/ml, que foram ensaiadas concomitantemente com as demais
solucdes de acordo com o procedimento descrito em A. O procedimento foi realizado

em dois dias diferentes para avaliacdo da precisao e exatidao inter-dias.

A poténcia e o intervalo de confianga a 95% de cada concentragcado foram calculados

empregando as equagdes 40 a 50 do ANEXO B.

v'  Limite superior de quantificagcao

Solugbes de gramicidina padréo foram preparadas nas concentracbes 0,88; 1,08 e
1,28 pg/ml para determinagdo do limite superior de quantificagdo (maior
concentragdo que pode ser quantificada com exatidao e precisdo). Essas solugdes
foram adicionadas aos tubos contendo 9,0 ml de caldo inoculado que foram
submetidos ao procedimento descrito em A. Paralelamente, construiu-se a curva

analitica, uma vez que o doseamento foi realizado utilizando o delineamento 5x1.

O procedimento foi realizado em dois dias diferentes, sendo calculados a poténcia e

o intervalo de confianga a 95% de acordo com as equagdes 40 a 50 do ANEXO B. O
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valor médio da poténcia e o DPR para cada concentragdo de gramicidina também

foram calculados.

F Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da variagdo do pH (6,0 e 8,0) do meio de

cultura, do tempo de incubagéo e da idade da cepa do microrganismo teste.
v' Variagao do pH do meio de cultura

O pH do caldo GCLT (pH 7) foi ajustado para 6 com acido cloridrico a 1 mol/l e para
8 com hidroxido de sédio a 1 mol/L. Os caldos preparados (pH 6, 7 e 8) foram
inoculados com E. hirae e testados com solugdes de gramicidina de 0,08 a
0,88 pg/ml em alcool etilico a 95% conforme descrito em A Curva analitica deste

item.

As curvas obtidas para cada meio de cultura foram comparadas entre si por

ANCOVA para avaliacao da influéncia do pH na atividade da gramicidina.
v' Variagao do tempo de incubagao

Empregando caldo GCLT com pH 7, prepararam-se trés séries de tubos conforme
descrito em A Curva analitica. Contudo, cada série foi incubada a 37 °C por um
determinado periodo: 3h45, 4h e 4h15. Finalizado cada tempo de incubacéo,

realizou-se a leitura de absorvancia a 580nm.

A avaliagdo da interferéncia do tempo de incubagdo foi feita por meio da

comparacgao por ANCOVA das trés curvas obtidas.
v Idade da cepa de microrganismo teste

A cepa liofilizada de E. hirae foi reconstituida em salina a 0,85% (p/V) e transferida
para agar BHI inclinado para sua reativagao. A cultura foi incubada por 24 horas a
36,5 + 1,0 °C e transferida novamente para tubo contendo caldo BHI (12 passagem)
que também foi incubado nessas condigbes. O caldo com o microrganismo foi
distribuido em tubos de criopreservagdo contendo glicerol, os quais foram

conservados a -50 °C.
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No momento da utilizacdo da cepa, um tubo de criopreservacao foi retirado do
freezer e permaneceu a temperatura ambiente para descongelamento do caldo, que
foi, entdo, transferido para dois tubos com agar BHI inclinado (22 passagem),
incubados a 36,5 + 1,0 °C por 24 horas. Um dos tubos foi utilizado no preparo do
inéculo para o ensaio turbidimétrico, enquanto o outro foi mantido a 8 °C para ser
posteriormente empregado na obtencdo de duas novas culturas (32 passagem), das
quais uma foi utilizada no preparo do inéculo para um novo ensaio turbidimétrico e a
outra mantida a 8 °C. Esse procedimento foi realizado sucessivas vezes até se

completar sete passagens, conforme Figura 9.

Uma curva analitica foi obtida, conforme procedimento descrito em A Curva
analitica, para o microrganismo de cada passagem. Os dois tubos da cultura da 72
passagem foram utilizados para preparo do inéculo e ensaiados separadamente
para obtencdo de duas curvas analiticas em um mesmo dia. Essas curvas foram
comparadas por ANCOVA.
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Cepa de E. hirae
liofilizada reconstituida

em salina

Tubo com agar BHI inclinado para
reativacao da cepa

l 12 passagem

Tubo com caldo BHI
contendo 0 microrganismo
l Tubos de criopreservagao
% % % mantidos a -50 °C
\ 28 passagem

Tubo com &gar BHI inclinado @ Tubo com agar BHI inclinado

contendo a cultura de 24 horas contendo a cultura de 24 horas
mantida a 8 °C. utilizada no preparo do inéculo.

32 passagem

Tubo mantido Cultura de 24 horas utilizada no
a8°C. preparo do indculo.

43 passagem

Tubo mantido Cultura de 24 horas utilizada no
a8°C. preparo do indculo.

52 passagem

Tubo mantido Cultura de 24 horas utilizada no
a8°C. preparo do indculo.

62 passagem

Tubo mantido Cultura de 24 horas utilizada no
a8°C. preparo do indculo.

72 passagem

Dois tubos com cultura de 24 horas empregados no
preparo de dois indculos, ensaiados paralelamente.

Figura 9. Esquema da obtencéo das cepas de E. hirae de diferentes idades.
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5.11 Doseamento de gramicidina matéria-prima empregando o método

turbidimétrico

Determinou-se a poténcia da matéria-prima gramicidina empregando os dois
delineamentos validados: retas paralelas 3x3 e o 5x1. Foram empregadas as

condicdes experimentais descritas em A de 5.10.

Para o preparo das solugdes, tanto a matéria-prima quanto o padrao de gramicidina
foram dessecados a 60 °C, sob pressdao de 0,67 kPa durante 3 horas
(FARMACOPEIA..., 1988).

A Delineamento 3x3
v Solucdes

- solucdo estoque (amostra): pesaram-se, exatamente, cerca de 25 mg de
gramicidina matéria-prima que foram transferidos para baldo volumétrico de 25 ml.
Dissolveu-se em etanol a 95% e completou o volume com o mesmo solvente, de

modo a obter-se solugdo a 1000 pg/ml.

- solugBes amostra: transferiu-se 1,00 ml da solugédo estoque da amostra para baléo
volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com alcool etilico a 95%, obtendo
solugdo a 100 pg/ml. Transferiu-se 1,00 ml para baldo volumétrico de 10 ml e
completou-se o volume com alcool etilico a 95% (solugdo a 10,0 pg/ml). Foram
adicionados a um baldo volumétrico de 25 ml, 5,00 ml da solu¢do a 10,0 pg/ml, de
modo a obter-se solugédo a 2,00 ug/ml. Transferiram-se 1,4; 2,4 e 3,4 ml para balbes
volumétricos de 10 ml, cujos volumes foram completados com alcool etilico a 95%,

de modo a obter, respectivamente, solucdes a 0,28; 0,48 e 0,68 ug/ml.

As solucdes estoque e de trabalho do padrao foram preparadas da mesma forma,

descrita anteriormente, para as solu¢des de matéria-prima.
v" Ensaio

Foram adicionados, em triplicata, 100 pl das solugbes de gramicidina a tubos de
ensaio com tampas de rosca. Em seguida, adicionaram-se 9,0 ml de caldo GCLT

inoculado. Também foram preparados trés tubos para o branco inoculado e trés para
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0 nao inoculado. Os tubos foram incubados por 4 horas e em seguida realizou-se a

leitura de absorvancia a 580 nm.

A absorvancia, tanto dos tubos do padrdo quanto da amostra, foi transformada em

porcentagem de inibicdo (equacao 2 do ANEXO B) para o calculo de poténcia.
B Delineamento 5x1
v Solugées

- solugdo estoque (amostra): pesaram-se, exatamente, cerca de 30 mg de
gramicidina matéria-prima que foram transferidos para baldo volumétrico de 25 ml.
Dissolveu-se em etanol e completou o volume com o mesmo solvente, de modo a

obter-se solugao a 1200 ug/ml.

- solu¢gbes amostra: transferiu-se 1,00 ml da solugéo estoque da amostra para baléao
volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com alcool etilico a 95%, obtendo
solugdo a 120 pg/ml. Transferiu-se 1,00 ml para baldo volumétrico de 10 ml e
completou-se o volume com alcool etilico a 95% (solugdo a 12,0 pg/ml). Foram
adicionados a um baldo volumétrico de 25 ml, 5,00 ml da solu¢do a 12,0 ug/mi, de
modo a obter-se solugcdo a 2,4 ug/ml. Transferiram-se 2,00 ml para balao
volumétrico de 10 ml, cujo volume foi completado com alcool etilico a 95%, de modo

a obter solugéo a 0,48 pg/ml.

- solucdo estoque (padréo): pesaram-se, exatamente, cerca de 25 mg de
gramicidina matéria-prima que foram transferidos para baldo volumétrico de 25 ml.
Dissolveu-se em etanol e completou o volume com o mesmo solvente, de modo a

obter-se solugao a 1000 ug/ml.

- solucdes padréao: transferiu-se 1,00 ml da solugao estoque da amostra para baléao
volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com alcool etilico a 95%, obtendo
solugdo a 100 pg/ml. Transferiu-se 1,00 ml para baldo volumétrico de 10 ml e
completou-se o volume com alcool etilico a 95% (solugdo a 10,0 pg/ml). Foram
adicionados a um baldo volumétrico de 25 ml, 5,00 ml da solu¢do a 10,0 pg/ml, de
modo a obter-se solugdo a 2,00 ug/ml. Transferiram-se 1,4; 2,4; 3,4 € 4,4 ml para

baldes volumétricos de 10 ml, cujos volumes foram completados com alcool etilico a
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95%, de modo a obter, respectivamente, solugdes a 0,28; 0,48; 0,68 e 0,88 ug/ml.
Além disso, 1,00 ml da solugao (2,00 ug/ml) foi transferido para balao volumétrico de

25 ml para obtencg&o da solug&o a 0,08 pg/ml.

v Ensaio

As solugdes foram adicionadas aos tubos e o ensaio foi executado conforme A de
5.10. Apos o periodo de incubacdo, foram realizadas as leituras de absorvéncia,
que foram transformadas em porcentagem de inibicdo do crescimento para calculo

da poténcia.

5.12 Célculo de poténcia

Os calculos de poténcia, intervalo de confiangca a 95% e avaliagdo dos parametros
de validade do ensaio (paralelismo, desvio de linearidade e regressdo), para o
delineamento 3x3, foram realizados segundo as formulas (equagdes 14 a 25 do
ANEXO B) descritas em Hewitt (2007).

No caso do delineamento 5x1 foram utilizadas as equagdes 40 a 50 do ANEXO B

para calculo de poténcia e intervalo de confianga a 95%.

5.13 Estudo da interferéncia de peptonas na atividade de gramicidina

contra E. hirae

Para verificacdo da interferéncia das peptonas na atividade antimicrobiana da
gramicidina foram preparados quatro diferentes meios: antibiético n°3 sem peptona
(extrato de carne — 1,5¢; extrato de levedura — 1,5; glicose — 1,0 g; cloreto de sédio —
3,5 g; fosfato de potassio monobasico — 3,68 g e fosfato de potassio dibasico — 1,32
g); lactalbumina; triptona e casamino, cuja composicédo foi a mesma do antibidtico
n°3 sem peptona de carne acrescido de 5,0 g de peptona (lactalbumina, triptona e

casamino, respectivamente).

Solugdes de gramicidina a 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,64; 1,28 e 2,56 ug/mli,
em alcool etilico a 95%, foram preparadas e adicionadas (100 ul), em tubos de

ensaio contendo 9,0 ml de meio inoculado. Quatro séries de tubos foram
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preparadas, sendo uma para cada meio de cultura. Os tubos foram submetidos as

condi¢des de ensaio descritas em A de 5.10.

As leituras de absorvancia foram transformadas em porcentagem de inibicdo para

construcao das curvas concentragao-resposta.
5.14 Célculos estatisticos

Para realizagdo dos calculos estatisticos foram utilizados os programas MINITAB®
Release 14.1 Statistical software, GraphPad Prism® versdo 4.00 e Microsoft Office
Excel® 2003.

A ANOVA fator duplo foi utilizada para avaliar os resultados obtidos com as
diferentes condicdes testadas no método de difusdo em agar, como a selecao do
microrganismo teste, os diferentes indculos ensaiados, a variagdo do tempo de pré-
difusdo, o emprego de tampdes, como diluente, com diferentes concentragdes de
polissorbato 80. A ANOVA fator unico foi empregada para determinagao do limite de
deteccdo, para os métodos de difusdo em agar e turbidimétrico, através da
comparagao das respostas (didmetro do halo de inibigdo ou absorvancia) obtidas
com as diferentes concentragcdes de antimicrobiano. A ANOVA fator Unico também
foi utilizada para verificar se a gramicidina apresentou atividade antimicrobiana nas
condigdes farmacopéicas testadas para o método turbidimétrico. Quando a diferenca
entre os tratamentos testados por ANOVA fator duplo ou unico foi significativa,
empregou-se o Teste de Boniferroni para identificar os tratamentos diferentes. Para
se aplicar a ANOVA assume-se que as variaveis sao normalmente distribuidas e que
a variancia entre os grupos é homogénea (Burke, 2005). Para isso foram
empregados os testes de Ryan Joiner e o de Bartlet para comprovagéo

respectivamente da normalidade e da homoscedasticidade dos dados.

A analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados ordinais foi
utilizada para verificar se as diferentes faixas de concentracdo empregadas, tanto no
método de difusdo em agar quanto no turbidimétrico, produziram um efeito graduado
proporcional a concentracdo do antibiético. Para utilizacdo do método dos minimos
quadrados ordinais foi necessario comprovar as premissas de homoscedasticidade,

independéncia e normalidade dos residuos. Assim, a homoscedasticidade foi
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verificada pelo teste de Levene modificado por Brown e Forsythe e pelo grafico de
valor ajustado pelo modelo versus residuos, cuja distribuicdo dos pontos deve ser a
mais aleatoria possivel; a normalidade dos residuos foi verificada pelo teste de
Ryan-Joiner e a independéncia foi verificada por meio do teste de Durbin-Watson.
Além disso, a ANOVA foi utilizada para avaliagdo da significancia da regresséo e do
desvio de linearidade (MONTGOMERY et al, 2001; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005).

No método turbidimétrico, quando se estudou a relagao da resposta (absorvancia ou
porcentagem de inibicdo) com o logaritmo de uma ampla faixa de concentragao
empregou-se 0 modelo sigmoidal. No entanto, quando a relagdo foi com a
concentracdo do antibidtico o modelo polinomial quadratico foi utilizado. Este
também foi empregado para analise dos dados em que diferentes condigées foram
testadas para o aumento do didametro dos halos de inibigdo nos experimentos com

placas.

A comparacdo entre as curvas obtidas em diferentes condigbes (dias, meio de
cultura com diferentes composicdes e valores de pH, diferentes concentragcbes de
inéculo, diluentes empregados no preparo das solugbes de gramicidina, tempo de
incubacéao e idade da cepa do microrganismo teste) foi realizada por meio da analise
de covariancia (ANCOVA). No entanto, para emprego deste teste estatistico foi
necessario comprovar a homoscedasticidade. Assim, utilizou-se o teste de Bartlet,
cuja premissa de normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Ryan-Joiner
(SNEDECOR e COCHRAN, 1996).

O calculo de poténcia relativa e intervalo de confianca a 95% foi realizado para o
método de difusdo em placas empregando as equagbes do ANEXO A e para o
turbidimétrico o ANEXO B. O intervalo de confianga a 95% para a poténcia foi
utilizado para avaliagdo da precisdo do ensaio. Devido a variagdo na medida do
diametro do halo de inibicdo em decorréncia de serem pequenos, foi considerada
como precisao adequada uma variagdo maxima de 10% no intervalo de confiancga.

Tal critério também foi utilizado para o método turbidimétrico.

A precisdo dos métodos desenvolvidos foi avaliada pelo calculo do desvio padrao
relativo. A precisao dos diferentes delineamentos bem como a precisdo entre os

diferentes métodos foi comparada por meio do teste de F (bilateral).
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A veracidade (presenca de erros sistematicos) foi feita por analise de regresséo
linear entre os resultados de poténcia obtidos experimentalmente e os valores

tedricos.

Para calculo do B-intervalo de tolerancia utilizaram-se as féormulas descritas nos
trabalhos de Hubert, et al (2007 a- b), Rozet, et al (2007); Boyer e colaboradores
(1995).

Valores aberrantes (outliers) foram identificados pelo calculo do residuo
studentizado deletado, cujo valor maior que trés foi considerado como um outlier
(MONTGOMERY et al, 2001). No caso de ensaios com placas por se tratar de um
delineamento blocos ao acaso, quando um outlier foi encontrado, o valor foi retirado
e nao reposto. Para o método turbidimétrico, cujo delineamento € completamente
casualizado, os valores aberrantes foram substituidos pela média das réplicas de
mesma concentragdo. Tal procedimento faz com que o grau de liberdade do residuo
da anadlise de variancia seja subtraido de uma unidade para cada valor reposto (THE
UNITED..., 2008). Considerou-se que no maximo 2/9 dos dados poderiam ser
eliminados (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005).

Para todos os ensaios estatisticos utilizados, empregou-se um nivel de confianca de
95% (a = 0,05), exceto no caso do teste de Ryan-Joiner, cujo nivel de confianga foi
de 90% (a =0,1).



Resultados e discussao



Resultados e discussao 117

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Controle da matéria-prima utilizada
A Cromatografia em camada delgada

A cromatoplaca apresentou quatro manchas (Figura 10) de valores de fator de

retengao (Rf) iguais (0,67) permitindo inferir que se tratam da mesma substancia.

Figura 10. Foto da cromatoplaca obtida pela aplicagao de 1, 10 uL de solugdo de matéria-

prima (A e C) e 1, 10 uL de solugéo de referéncia (B e D).

A farmacopéia britanica (BRITISH..., 2007) preconiza que seja aplicada a placa uma
solugéo de padréo de tirotricina (mistura de gramicidina e tirocidina) juntamente com
as demais solugdes (amostra e padrao de gramicidina), sendo que o principal grupo
de pontos da amostra deve se apresentar de forma similar em posicdo, cor e
tamanho as manchas obtidas com o padrao de gramicidina. Os pontos de alto Rf
devem apresentar aspecto semelhante aos obtidos com a solugdo de padréo de
tirotricina. No entanto ndo foi possivel a aquisicdo do padrao de tirotricina e,
portanto, a solugcdo desta ndo foi aplicada a placa. Tal fato nao interferiu no
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resultado do ensaio, uma vez que para a solugao teste foi observada apenas a
mancha correspondente a gramicidina, como pode ser verificada na Figura 10.

B  Ensaio de composicao

A Figura 11 apresenta os cromatogramas da gramicidina padrdo e matéria-prima,

nos quais se verifica a semelhanca entre os picos obtidos para ambos.
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Figura 11. Cromatograma obtido por CLAE com eluicdo em agua:metanol (29:71) de
gramicidina padrao (a) e matéria-prima (b). Em (c) sobreposicao dos cromatogramas de
gramicidina padrao ( ) € matéria-prima (_ _ ).
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6.2 Desenvolvimento do método de difusdo em agar com meio de
cultura para antibiéticos n°1

A  Selecdo do microrganismo teste

O microrganismo a ser utilizado em um doseamento de antibidtico deve ser sensivel
a substancia a ser dosada. Para determinar essa sensibilidade, para o método de
difusdo em agar, utilizou-se a comparagao do didmetro do halo de inibicao obtido em
uma dada concentragdo de gramicidina para os diversos microrganismos teste.
Aqueles para os quais a inibicdo foi maior em relagcdo aos mesmos niveis de
concentragdo (maior didmetro do halo de inibigdo) foram definidos como mais
sensiveis. Outro aspecto observado foi a nitidez dos halos de inibicdo (zonas de

inibicdo claras e bem definidas).

Foram empregadas solugdes de gramicidina 2,00 a 16,0 ug/ml em tampao n°1. Na
concentragédo de 2,00 ug/ml de gramicidina, utilizando S. epidermidis e E. hirae com
in6culos a 0,25% e 0,5% né&o se observou formacgao de halo de inibicdo. Porém para
K. rhizophila e S. aureus, com ambos os indculos, foi verificada inibigdo local nessa

concentracgao.

Nas concentragdes de 4,00; 8,00 e 16,0 pg/ml de gramicidina foram observados
halos de inibicdo para todos os microrganismos teste. Verificou-se diferencga
significativa entre o didmetro dos halos de inibicdo obtidos para os indculos de
0,25% e 0,5% dos diferentes microrganismos. Dentre as espécies testadas, K.
rhizophila foi a mais sensivel em ambos inéculos empregados (Figura 12), uma vez
que o diametro dos halos obtido nas diferentes concentragcées de gramicidina (4,00;
8,00 e 16,0 pg/ml) foi maior quando comparado com as demais espécies. A segunda

espécie mais sensivel foi S. aureus seguida pelo S. epidermidis e E. hirae.
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Figura 12. Logaritmo da concentracdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibicao

para K. rhizophila, S. aureus, S. epidermidis e E. hirae empregando tampao n°1 como

diluente, in6culos a 0,25% (A) e 0,5% (B) e meios base e superficie.

Comparou-se 0 didmetro dos halos observados para os diferentes inéculos (0,25% e

0,5%) de K. rhizophila, sendo a diferenga significativa. Foi verificado que os halos de

maior diametro foram observados para o indéculo a 0,25%, independente da

concentragdo de gramicidina empregada. Este resultado pode ser explicado pela

menor densidade do in6culo de 0,25%. O emprego de um in6culo de menor

concentracdo de células do microrganismo teste produz halos de maior diametro

(HEWITT, 2007; DAVIS e STOUT, 1971; KAVANAGH, 1963).
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Em relacdo a nitidez, em ambos os in6culos utilizados, halos mais nitidos com
bordas mais bem definidas foram observados com K. rhizophila. No entanto, foi
verificada a formacdo de halos duplos em todas as placas, independente das
condigbes testadas (espécie de microrganismo, concentragées de indculo e de
antibiético). Os halos duplos consistiram na formagéo de dois halos, um circunscrito
ao outro. O halo interno, mais préoximo ao reservatorio (cilindro), apresentou uma
area clara com auséncia de crescimento microbiano. No entanto, no halo externo
observou-se um crescimento escasso do microrganismo em relagdo ao restante da
placa. Uma possivel explicacdo estaria relacionada ao baixo coeficiente de difusao
da gramicidina no agar, o que resultaria numa difusdo lenta. Assim, a concentragao
de gramicidina que alcanga a regido do halo externo n&o seria suficiente para
eliminar toda a populagdo microbiana daquele local. Podendo também contribuir

para isso as baixas concentracdes testadas do antibidtico.

B Tentativas de melhorar a difusdo do antibiético

v' Variacao do tempo pré-difusdo antes da incubacao das placas

No doseamento por difusdo em &agar, a atividade do antibiético € determinada em
funcdo da extensdo da difusdo da substancia antes que se inicie o crescimento do
microrganismo (GAVIN, 1957a). Assim, na tentativa de se eliminar os halos duplos,
placas contendo meios base e de superficie com inoculo a 0,25% de K. rhizophila
permaneceram por 1 hora a temperatura ambiente antes de serem incubadas a
36,5+ 1,0 °C por 18 horas.

Halos duplos ainda foram observados nessas placas, porém menos perceptiveis que
os anteriormente relatados, para as concentragcées de 4,00; 8,00 e 16,0 pg/mi
preparadas em tampé&o n°1. Também foi verificado que o periodo de pré-difusdo ndo
promoveu alteragdo significativa no didmetro dos halos de inibicdo quando
comparado com os halos formados na auséncia deste periodo. Apesar disso, a pré-
difusdo por 1 hora foi mantida por melhorar o aspecto observado de halo duplo.
Como este efeito ndo foi eliminado, aumentou-se a concentracdo das solugdes

testadas.
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v Adequacgao das concentragées de gramicidina a serem utilizadas

na curva analitica

No caso do doseamento de antibiético pelo método por difusdo em agar, o didmetro
do halo de inibicdo pode variar em fungao das caracteristicas de difusibilidade da
substéancia e de sua concentragdo. Em geral, pode ser observada uma relagéo linear
entre o didmetro do halo de inibigdo e o logaritmo da concentragdo da substancia.
Os diferentes niveis de concentracdo do antibidtico sdo trabalhados com uma
relacdo constante entre eles. Desta forma, com o logaritmo das concentragdes tem-
se uma progressao aritmética que facilita o calculo da estimativa da poténcia e a
avaliacéo estatistica dos resultados (HEWITT, 2007).

Para o intervalo de concentragéo de 4,00 a 16,0 ug/ml, em tamp&o n°1, empregando
in6culo de concentragcdo 0,25% do microrganismo teste K. rhizophila, a regressao
nao foi significativa. Tendo em vista esses resultados, ampliou-se a faixa de
concentracdo do antibidético para 15,0 a 100 pg/ml. Foram testadas as
concentragbes 15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 pg/ml. No intervalo investigado, a
regressao também n&o foi significativa. Assim, ndo se observou uma variagdo no

didmetro dos halos de inibigdo com o aumento da concentragdo de gramicidina.

A baixa solubilidade da gramicidina em meio aquoso (0,6 mg/100 ml - THE
MERCK..., 2006) e o baixo coeficiente de difusdo deste antibiético poderiam
influenciar o resultado encontrado. Nas concentragbes testadas, a gramicidina
poderia ndo estar completamente solubilizada, alcangando um nivel maximo de
solubilizacdo em todas as solugdes, o que levaria a ndo variagao no didametro dos

halos de inibicao.

Na tentativa de verificar a veracidade dessa hipotese, outros diluentes (alcool etilico

a 95,0%, acetona pa, acetona a 80% e acetona a 60%) foram utilizados.
v' Utilizagao de diferentes diluentes

A gramicidina possui baixa solubilidade em agua, mas €& soluvel em diferentes
solventes orgéanicos, como alcool etilico e acetona (RAGHU e GROSS, 2004; THE
MERCK..., 2006). Considerando este fato, acetona e alcool etilico foram utilizados

como diluentes no preparo das solugbes de gramicidina e testados quanto a sua
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atividade antimicrobiana. Estes diluentes apresentaram apenas atividade local,

sendo os halos de inibicdo formados na area delimitada pelo cilindro.

Halos difusos, ou seja, com bordas nao definidas, foram observados quando se
empregou alcool etilico 95% no preparo das solugdes do antibidtico (15,0; 25,0;
50,0; 75,0 e 100 pg/ml) utilizando in6culo a 0,25 % de K. rhizophila. O crescimento

do microrganismo foi escasso, dificultando a visualizag&o dos halos.

Halos mais nitidos foram observados quando acetona pa foi utilizada como diluente
e testada nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Foi verificada regresséo
significativa com dados se ajustando ao modelo linear (desvio de linearidade né&o
significativo, homoscedascidade, normalidade e independéncia dos residuos). No
entanto, verificou-se visualmente que o volume de liquido no interior do cilindro
reduziu durante o periodo de pré-difusdo e de incubagdo. Constatou-se também
dificuldade para pipetar as solucdes teste que seriam adicionadas aos cilindros
devido a alta volatilidade da acetona. A variagdo do volume de solugdo de
gramicidina colocado nos cilindros, acarretaria uma diminuigdo na precisdo das
medidas do diametro dos halos. Desta forma, visando amenizar a volatilizagdo do

solvente, foi empregado como diluente uma solugao de acetona 80%.

Nas placas contendo as solugdes de gramicidina (15,0 a 100 ug/ml) em acetona
80% foi observado um crescimento mais nitido do microrganismo teste (Tabela 13),
0 que gerou halos mais bem definidos que os originados pelas solugdes do
antibidtico em acetona pa. A regressado entre a medida do diametro dos halos de
inibicdo e o logaritmo da concentragdo foi significativa e o modelo linear foi
adequado. No entanto, novamente foi verificada a reducdo do volume de liquido no
interior do cilindro durante o periodo de pré-difusdo e de incubagao. Porém, neste
caso, houve menor dificuldade na transferéncia das solugbes para os cilindros. Em
vista disso, utilizou-se acetona a 60% para preparo das solu¢des de antibidtico
(15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 pg/ml) na tentativa de minimizar a volatilizagédo do
solvente. Porém, este efeito ainda foi observado. A analise dos dados demonstrou
ser significativa a regressdo entre o diametro dos halos e o logaritmo da

concentragédo de gramicidina e que o modelo linear foi adequado.
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Tabela 13. Valores médios + dp dos halos de inibicdo (mm) obtidos para K. rhizophila
empregando inéculo a 0,25% e solugdes de gramicidina a 15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 pg/ml

preparadas em diferentes diluentes (n=5).

Concentracao das solucoes Diluente
de gramicidina (ug/ml) Acetona pa Acetona 80% Acetona 60%
15 9,20 £ 0,19 9,39 +0,19 9,33+0,17
25 9,66 + 0,12 9,48 +£0,18 9,49 + 0,30
50 9,84 + 0,08 9,86 + 0,28 9,94 + 0,31
75 10,06 + 0,09 10,11 £ 0,09 9,95+ 0,38
100 10,32 £ 0,15 10,59 £ 0,22 10,08 £ 0,15

As retas obtidas com a utilizacdo dos diferentes diluentes (solugbes de acetona),
apresentadas na Figura 13, foram comparadas e verificou-se ndo haver diferenca
significativa entre elas. Desta forma, o aumento do conteudo de agua nas solugdes
diluidas de acetona parece nao interferir de forma significativa no diametro do halo
de inibicdo. Porém, devido a dificuldade técnica relatada anteriormente para as

solucdes de acetona, testaram-se outros diluentes aquosos.
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Figura 13. Logaritmo da concentragdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibigao
para K. rhizophila, empregando in6culo a 0,25%, meios base e superficie e solugbes de
gramicidina de 15,0 a 100 ug/ml em acetona pa y = (7,81 £ 0,20) + (1,23 £ 0,12)x, acetona
80% vy = (7,66 + 0,28) + (1,37 £ 0,17)x e acetona 60% y = (8,22 + 0,29).+ (0,95 + 0,18) x.
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Solugdes de gramicidina (15,0 a 100 ug/ml) preparadas em tampdes n°1, n°2 e n°3,
foram testadas nas mesmas condicoes. Esses tampdes diferem entre si pela
concentragdo de polissorbato 80, que esta ausente no tampdo n°1 e nas

concentragdes de 0,01 e 1% (p/V) nos tampdes n°2 e n°3, respectivamente.

Como a solubilidade da gramicidina em meio aquoso € baixa, a adicdo de
polissorbato 80, que por ser um tensoativo ndo idnico, poderia impedir a aderéncia
do antibiético a vidraria empregada (BRISTISH..., 2007).

No entanto, para cada um dos tampdes utilizados n&o foi observado aumento do
didmetro dos halos em fungdo do aumento da concentracdo de gramicidina, sendo
entdo a regressado nao significativa. Porém, ao se comparar os halos produzidos
pelas solugbes de gramicidina nos diferentes tampdes, verificou-se um aumento do
didmetro do halo, com o uso desses diluentes (Figura 14). Halos maiores foram
observados quando foi utilizado o tampao n°3 e diferentes dos demais obtidos com
os outros diluentes. Essa observacao poderia estar relacionada a adicdo de

polissorbato 80 aos tampdes, sendo maior no tampé&o n°3.
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Figura 14. Logaritmo da concentracdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibicdo
para K. rhizophila, empregando in6culo a 0,25%, meios base e superficie e solugbes de

gramicidina de 15,0 a 100 yg/ml em tampdes n°1, 2 e 3.

Para verificar a influéncia do polissorbato 80 sobre o didametro dos halos de inibigao,
foi acrescentado a cada placa um cilindro, ao qual adicionou-se apenas o diluente:

tampé&o n°1 (sem polissorbato 80), n°2 (polissorbato 80 0,1%) e n°3 (polissorbato 80
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1%). Os diluentes apresentaram apenas atividade local na area delimitada pelo

cilindro.

Desta forma, a explicacao para a observacado de halos de inibicdo maiores para as
solugdes em tampao n°3 seria o efeito de ndo aderéncia do antibidtico ao cilindro
devido a acdo do polissorbato 80. Além disso, o polissorbato 80 como todo

tensoativo poderia melhorar a solubilidade da gramicidina em meio aquoso.

Entdo, selecionou-se o tampao n°3 como diluente para a gramicidina por apresentar

melhores resultados em relagcédo aos outros diluentes utilizados.

6.3 Desenvolvimento do método de difusao utilizando agar nutriente

A composicdo do meio de cultura interfere no doseamento microbiolégico de
antibiético, podendo influenciar tanto o crescimento do microrganismo quanto a
atividade do antimicrobiano. Os meios mais ricos permitem a proliferacdo do
microrganismo mais rapidamente levando a formacéo de halos de inibicdo menores
(HEWITT, 2007).

Em relacdo a atividade do antimicrobiano, componentes do meio de cultura podem
inibi-la. A atividade da gramicidina é inibida de forma amena por peptonas, que sao
hidrolisados de proteinas de diferentes origens (DUBOS e HOTCHKISS, 1941;
HOTCHKISS, 1944; LECLERCQ, 1968; REEDY e WOLFSON, 1949). Outro fato é
que esse antibiotico € uma mistura de trés subtipos de gramicidina (A, B e C)
podendo assim sofrer interferéncias de componentes do meio de cultura sem,
contudo afetar a todos os subtipos na mesma extensao, o que levaria a variagao

dependente da composi¢cdo da amostra.

O agar nutriente consiste em um meio de cultura menos complexo constituido por
cloreto de sddio, extrato de carne, peptona de gelatina e agar bacteriolégico. Ja o
agar para antibidticos n°1 é composto por peptonas de carne e de caseina, glicose,
extratos de carne e de levedura e agar. Em relagdo as peptonas, a de gelatina
presente no agar nutriente é caracterizada pela auséncia de carboidratos e por baixo
conteudo de cistina e triptofano. Portanto, € menos nutritiva que as peptonas de

caseina (hidrolisado enzimatico de fosfoproteinas do soro do leite que apresenta alto
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conteudo de triptofano) e de carne (complexo de tecido animal hidrolisado por

enzimas) presentes no agar para antibioticos n°1.

Desta forma, o agar nutriente, por ser menos nutritivo, foi empregado para verificar
se poderia ser utilizado em substituicdo ao meio para antibiéticos n°1 e produzir

resultados apropriados em relacédo a curva dose-resposta.

A  Adequacdo das concentracGes de gramicidina, em tampé&o n°3, a

serem utilizadas na curva analitica

Utilizando o agar nutriente, foi investigada a faixa de concentragdo de gramicidina

que acarretasse resposta graduada e linear.

Halos nitidos foram observados com a utilizacdo de dupla camada de meio, indculo
a 0,25% de K. rhizophila e pré-difuséo de 1 hora. Foram testadas solu¢des na faixa

de 15,0 a 100 pg/ml preparadas em tampao n°3.

A gradacdo da resposta foi visualmente nitida e confirmada pela analise de
regressao linear dos dados obtidos — Figura 15. No entanto, o modelo linear nao foi
adequado, ja que o desvio de linearidade foi significativo. Além disso, a analise de
residuos demonstrou haver correlagcédo positiva entre eles, indicando que o modelo

nao é adequado e necessita de outros termos adicionais.
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Figura 15. Logaritmo da concentracdo de gramicidina (15,0 a 100 pg/ml) versus didmetro
dos halos de inibigdo para K. rhizophila, empregando tampdo n°3 como diluente, inéculo a
0,25% e agar nutriente base e superficie (n = 4). Equacao da reta: y = (13,78 + 0,33) +
(1,07 £ 0,20) x. Coeficiente de correlagao (r) 0,78.
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Com o objetivo de eliminar a curvatura da curva halos de inibicao versus logaritmo
da concentragao, foi testada nova faixa de concentragao de gramicidina (5,00 a 80,0
pg/ml) nas mesmas condi¢cOes descritas anteriormente. A regressdo foi significativa,
porém o modelo linear permaneceu inadequado, pois o desvio de linearidade foi

significativo e os residuos apresentaram correlagao positiva (Figura 16).
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Figura 16. Logaritmo da concentracdo de gramicidina (5,00 a 80,0 ug/ml) versus diametro
dos halos de inibigdo para K. rhizophila, empregando tampdo n°3 como diluente, inéculo a
0,25% e agar nutriente base e superficie (n = 6). Equacgao da reta: y = (11,34 + 0,23) +
(2,29 + 0,16) x Coeficiente de correlagdo (r) 0,93.

Além disso, verificou-se o aumento do residuo com a elevagao da concentracdo de
gramicidina na solucdo. Estatisticamente o residuo é igual a diferenga entre o
didmetro do halo observado e o valor ajustado pelo modelo linear. Esta observagéao
poderia estar associada a atividade antimicrobiana exercida por outra substancia,
gue nao a gramicidina, presente em concentragdes crescentes nas solugdes teste
em funcdo da concentragdo do antibiotico. Esse efeito antimicrobiano se somaria a
acao exercida pela gramicidina, gerando halos maiores que os preditos pelo modelo.
Como a concentracédo dessa substancia aumentaria com o aumento do conteudo de
gramicidina, a agao antimicrobiana ndo seria a mesma em todos os niveis do
antibidtico, mas sim, maiores em solugdes mais concentradas. Isso justifica o
aumento do residuo em fungdo da concentragcdo do antimicrobiano. O alcool etilico,

utilizado no preparo da solugcdo estoque, poderia ser essa substancia por estar
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presente nas solucdes teste em diferentes concentragdes. Assim, foi realizado um

ensaio para comprovar a hipétese formulada.

B  Verificacdo da influéncia dos diluentes no diametro dos halos de

inibicao

v Alcool etilico e tamp&o n°3

Para verificar a possivel influéncia dos diluentes no didmetro dos halos de inibi¢ao,
foram testadas solugdes de alcool etilico em tampdo n°3 nas concentragbes de 0,48
a 7,60% (V/V). Foi acrescentado as placas, um cilindro contendo o tamp&o n°3

(branco).

Foram observados halos de inibigdo com as solugdes etanodlicas e com o tamp&o n°3
isoladamente (Tabela 14), porém esses halos foram menores e menos nitidos

(bordas difusas) que os produzidos pela gramicidina veiculada nesses diluentes.

Tabela 14. Valores médios * dp do didmetro dos halos de inibicdo (mm) obtidos para K.
rhizophila empregando inéculo de concentragéo 0,25% e solugdes de etanol 0,48 a 7,60%

(VIV) preparadas em tamp&o n°3 (n=6).

Concentragdes das solucdes de etanol em tampéao n°3 (% V/V)

0,48 0,95 1,90 3,80 7,60 Branco

10,50 £ 0,70 | 10,37 +0,83 | 10,30+ 0,80 | 10,23 +0,82 | 10,48 +0,73 | 9,45+0,94

Branco: média dos halos obtidos pela agdo do tampéo n°3

N&o se verificou, neste caso, uma gradagao da resposta em fungdo da concentragao
do alcool. Assim, a variacdo do conteudo de alcool etilico nas solucdes teste de
gramicidina parece nao afetar de forma diferenciada os halos formados pelos

diferentes niveis de antibidtico.

Verificou-se nao haver diferenga significativa entre os halos originados pelas
diferentes solugdes de alcool etilico e pelo tampdo n°3. Desta forma, pode se inferir
que o alcool etilico nas concentracbes testadas ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra K. rhizophila, sendo os halos de inibigdo formados por agao do

tampao n°3.
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Tendo em vista a influéncia do tampao n°3, a gramicidina na faixa de 5,00 a 80,0

pg/ml foi solubilizada em agua contendo polissorbato 80 na concentracédo de 1%
(P/V).

v" Polissorbato 80 a 1%

Com o uso da gramicidina solubilizada em agua com polissorbato 80 a 1%, verificou-
se regressao significativa entre o didametro dos halos e o logaritmo da concentragao,
nao sendo observados o aumento do residuo com o aumento da concentragcado e a
autocorrelacdo entre eles. Contudo, o desvio de linearidade permaneceu

significativo.

Para verificar se o polissorbato 80 1% também apresentava atividade antimicrobiana
contra K. rhizophila, a exemplo do tampdo n°3, foram preparadas placas contendo
meios, base e superficie, com K. rhizophila 0,25%. Adicionou-se aos cilindros
polissorbato 80 1% e solugbes etandlicas preparadas neste diluente (0,46 a 7,5%
V/V). Todas as solugdes testadas apresentaram apenas atividade local, isto €, os
halos de inibicdo formaram-se na area delimitada pelo cilindro. Em vista disso,
polissorbato 80 a 1% foi empregado como diluente no preparo das solu¢des de

trabalho.

C Tentativas de aumento no diametro dos halos de inibicdo do

antibiético em &gar nutriente

Existem alguns parametros especificados na literatura em relagéo ao didmetro ideal
dos halos para utilizacdo em doseamentos, tendo em vista a precisdo das medidas.
O didmetro dos halos de inibicdo deve estar entre 14 e 16 mm (THE UNITED...,
2008). No entanto, os halos obtidos para o doseamento de gramicidina nas
condigdes estabelecidas estavam abaixo do valor sugerido. Desta forma, foram
realizadas algumas alteracdes em certos fatores com o objetivo de aumentar o

didmetro dos halos.
v' Adicdo de glicerol ao meio de cultura

O gel de agar possui uma estrutura com cadeias moleculares formando uma rede,

pela qual o antibidtico ira se difundir. Dependendo do tamanho molecular, a
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substancia passara pelo poro do gel ou sera filtrada por ele (KAVANAGH, 1963).
Friedman (1930) demonstrou que a adigao de glicerol, na concentragéo de 3% (p/V),
ao agar aumentava o diametro do poro do gel, elevando a velocidade de difusdo da
uréia. Com o objetivo de aumentar a difusdo de gramicidina no agar nutriente,

adicionou-se glicerol 3% (p/v).

Os halos observados, com essa modificagdo do meio foram mais nitidos que no
meio sem glicerol. A regressdo entre o didmetro dos halos e o logaritmo da
concentracdo foi significativa, mas também o desvio de linearidade. Assim a
regressdo polinomial quadratica (y = a + bx +cx?) foi utilizada para representar a
relacdo entre o didmetro dos halos de inibigdo e o logaritmo da concentragéo. As
presuncbes de homoscedasticidade, normalidade e independéncia dos residuos
foram comprovadas. Portanto, demonstrou-se que o modelo quadratico foi adequado

para os dados (Figura 17).
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0 0.50 0.75 1.00 125 150 1.75 2.00
logaritmo da concentragdo de gramicidina (ug/ml)

didmetro do halo de inibicdo (mm)

Figura 17. Logaritmo da concentragdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibigao
para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,25%, solugdes de gramicidina 5,00 a 80,0 yg/ml
em polissorbato 80 1% e como meios base e superficie: agar nutriente contendo glicerol a
3%y = (3,32 £ 0,25) + (7,98 + 0,42) x + (-1,77 + 0,16) x?, (n=5); e &gar nutriente y = (6,28 +
0,67) + (6,31 + 1,10)x + (-1,92 + 0,42)x?, (n=5).

Comparando as curvas obtidas com meio sem e com glicerol evidenciou-se o
paralelismo entre elas (ndo houve diferenga significativa entre os valores de b e ¢
das retas), com halos menores para o meio com glicerol. Assim, o agar nutriente

sem adigao de glicerol foi utilizado nos demais ensaios.
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v' Variagao do contelido de 4gua no agar nutriente

Estudos de Friedman (1930) comprovaram que a concentragdo de agar interfere na
difusdo, sendo que uma variagéo de 0,8 a 5,15% (p/V) de agar no gel causou a
reducao em 36% da velocidade de difusdo da uréia. Em vista disso, aumentou-se o
volume de agua utilizado no preparo do agar nutriente com o objetivo de diminuir a
concentragdo de agar de 1,5 para 1,0% (p/V). Consequentemente, os demais
componentes do meio de cultura também tiveram sua concentragcdo reduzida,
tornando o meio menos nutritivo. Esperava-se com isso um aumento do diametro
dos halos de inibic&o, ja que o crescimento do microrganismo estaria mais lento pelo
fato de diluir os nutrientes (BRADY,M e KATZ, S., 1990).

Utilizando as condi¢des anteriormente definidas e dupla camada de meio adicionado
de agua, foram observados halos difusos, com bordas ndo definidas o que chegou
impedir a medida de seu diametro. Continuando na mesma linha, testou-se um meio
com menos agua que o anterior (1,25% p/V de &gar). Os halos obtidos nessas
condigbes apresentaram bordas bem definida. A regressao entre o halo de inibi¢édo e
o logaritmo da concentragédo foi significativa, mas continuou havendo desvio de
linearidade. Assim, a regressao polinomial quadratica foi utilizada e obteve-se um
modelo adequado para representar a relagdo entre a variavel resposta e a

regressora.

As curvas obtidas para os resultados com meio de cultura normal e o meio
adicionado de mais agua (1,25%, p/v, de agar) foram comparadas e evidenciou-se

nao existir diferenca significativa entre elas.

Assim, quando o conteudo de agua foi aumentado de 50% a mais que o
especificado pelo fabricante a resposta foi afetada negativamente levando a uma
difusdo maior, mas sem uniformidade. Com o uso de um meio com 25% de agua a

mais ndo houve interferéncia no didmetro do halo formado.

Em vista disso, para os ensaios seguintes o agar nutriente foi preparado sem

alteragdes, ou seja, conforme especificagées do fabricante.
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v Emprego de placas com monocamada e dupla camada

O didametro dos halos de inibicao é dependente da espessura da camada de meio de
cultura, sendo que uma camada fina produzira halos maiores que camada mais
espessa (GAVIN, J., 1957a). Pode se empregar nos ensaios, uma unica camada de
meio ou dupla camada sendo, neste caso, uma mais espessa e a outra bem fina. O

uso de monocamada pode produzir halos mais claros e definidos.

No lugar da dupla camada usada nos ensaios anteriores, foi empregada camada
unica de 10 ml de agar nutriente. Os halos obtidos apresentaram regressao

significativa com o logaritmo da concentragao e desvio de linearidade significativo.

Quando se empregou a regressao polinomial quadratica para analise dos dados, o
modelo foi adequado. A comparagao entre as curvas produzidas pelo emprego de
mono € dupla camada evidenciou que elas sado paralelas (ndo ha diferenga
significativa entre b e ¢ das curvas) e que halos maiores foram obtidos com a dupla
camada. Desta forma, as placas com dupla camada continuaram a ser utilizadas

para os demais testes.
v Emprego de diferentes concentracdes de in6culos

Variagdes na concentracdo do indculo podem produzir alteracdo no didmetro dos
halos de inibi¢do. In6culos mais densos (maior niumero de microrganismo) podem
acarretar a formagao de halo de menor diametro (DAVIS, W e STOUT, T., 1971;
HEWITT, F., 2007; KAVANAGH, F., 1963).

Para verificar essa influéncia foram testados in6culos de concentragdes 0,25% e
0,1% de K. rhizophila. Para ambos in6culos, os halos obtidos foram nitidos e
apresentaram regress&o significativa com o logaritmo da concentragc&o, apesar do
modelo linear ndo ter sido adequado devido ao desvio de linearidade. Ja o modelo

quadratico foi adequado e, portanto, utilizado para analise dos dados.

As curvas obtidas para ambos os indculos foram comparadas e se mostraram
paralelas sendo que os halos obtidos com inéculo a 0,1% de K. rhizophila foram

maiores. Assim, esse indculo foi selecionado para os demais testes.
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v Adequacdo das concentra¢cdes de gramicidina, em polissorbato 80

1%, a serem utilizadas na curva analitica

Quando solugdes de gramicidina na faixa de 5,00 a 80,0 ug/ml preparadas em
polissorbato 80 1% foram ensaiadas em placas com agar nutriente, base e
superficie, inéculo a 0,1 % de K. rhizophila e 1 hora de pré-difusdo, os halos obtidos
apresentaram regressao significativa com o logaritmo da concentragdo. Contudo, o
modelo linear ndo foi adequado, pois a curvatura foi significativa. Tendo em vista
que a presenca de curvatura esta relacionada a faixa de concentragao utilizada,
empregou-se outro intervalo de concentragado sendo de 8,00 a 40,5 pg/ml, com uma
relacdo entre as concentragbes de 1,5. Essa modificagdo resultou em regressao
significativa entre o didmetro dos halos e o logaritmo da concentragcédo. No entanto, a

curvatura permaneceu significativa — Figura 18.
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Figura 18. Logaritmo da concentracado de gramicidina versus didmetro dos halos de inibicao
para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,1%, meios base e superficie e solugdes de

gramicidina de 8,00 a 40,5 pg/ml em polissorbato 80 1% (n=4).

Continuando no mesmo raciocinio, foram testadas duas outras faixas de
concentragcao do antibiético de 7,10 a 36,0 pg/ml e 5,00 a 37,9 pg/ml com relagéao
entre as concentragdes igual a 1,5 em ambos os casos. Para os dois intervalos, a
regressao dos dados foi significativa, mas o desvio de linearidade também continuou
significativo indicando a falta de adequagdo ao modelo linear. Assim, a faixa de

concentragao de 5,00 a 25,3 pg/ml foi ensaiada sendo a regressao significativa e o
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modelo linear adequado (desvio de linearidade nao  significativo,

homoscedasticidade, normalidade e independéncia dos residuos) — Figura 19.
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Figura 19. Logaritmo da concentragdo de gramicidina versus didmetro dos halos de inibigao
para K. rhizophila, empregando in6culo a 0,1%, meios base e superficie e solu¢des de
gramicidina de 5,00 a 25,3 yg/ml em polissorbato 80 1%; y = (9,18 + 0,15) + (3,57 + 0,13)x;

coeficiente de correlagao r=0,988; (n=4).

Considerando os resultados obtidos, as condicées de ensaio para o método para
doseamento de gramicidina foram definidas: solu¢gées de trabalho a 5,00 a
25,3 ug/ml preparadas em polissorbato 80 1%, adicionadas em placa com agar
nutriente, base e superficie, inéculo a 0,1% de K. rhizophila, 1 hora de pré-difusao,
incubadas por 18 horas a 36,5 £ 1,0 °C.

6.4 Validacdo do método de difusdo com &gar nutriente

A validagado deve garantir que o método analitico atenda as exigéncias analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Para isto, deve satisfazer os
parametros de validacao: linearidade, exatidao, precisao, especificidade, robustez,
limite de quantificacdo e detecgdo (AGENCIA..., 2003).

Segundo a resolugdo RE n°899 de 2003 (AGENCIA..., 2003), os métodos sdo
classificados em quatro categorias de acordo com sua finalidade, sendo que os
parametros de validagdo exigidos para cada um dependem da categoria a que

pertence. O método para quantificagdo da gramicidina aqui desenvolvido, pertence a
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categoria |, sendo necessaria a determinacdo de: linearidade, especificidade,
precisdo, exatidao e robustez, Além desses, os limites de quantificacdo e de
deteccdo foram determinados com o objetivo de que esses valores possam ser
utilizados como referéncia em trabalhos futuros nos quais o método desenvolvido

seja empregado.
A Curva analitica

Por meio da linearidade demonstra-se que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (AGENCIA..., 2003).

Contudo, Hubert e colaboradores (2007a - b) e Rozet et. al. (2007) discutem em
seus trabalhos que o termo linearidade nao exprime a relacdo entre a resposta do
instrumento e a concentragdo do analito, mas sim a relagdo entre os resultados
obtidos (neste caso, a poténcia) e a concentracdo rotulada da amostra. A primeira
definicdo estaria associada a curva analitica, pois é através desta que verificamos a
relacdo entre a resposta instrumental e a concentracdo do analito. Em vista do

exposto o termo curva analitica foi aqui adotado como um parametro de validacao.

Foram obtidas cinco curvas analiticas, sendo duas no mesmo dia (avaliagcéo intra-

dia) e as demais em dias diferentes (avaliagao inter-dias).

O modelo linear foi adequado para as cinco curvas apresentando normalidade,
independéncia dos residuos, homoscedasticidade e desvio de linearidade nao
significativo (MONTGOMERY et. al., 2001; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005) -
APENDICE A.

As cinco retas apresentaram coeficiente de correlagdo (r) superior ou igual a 0,98,
conforme critério estabelecido pela resolugao brasileira (AGENCIA..., 2003) — Tabela
15.

O coeficiente de determinagao (r?) é a fracdo da variancia total de Y que é explicada
pela variacdo em X, isto €, a proporcao da variacao total do didmetro dos halos de
inibicdo que é explicada pela variagdo do logaritmo da concentragdo do antibiotico
(MONTGOMERY et. al., 2001). Desta forma, um valor de r* igual a 0,994 (curva A do
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dia 1) significa que 99,4 % da variabilidade do didmetro dos halos de inibi¢ao é

explicada pelo logaritmo da concentragao de gramicidina.

Tabela 15. Parametros de curva analitica (intercepto - a, inclinagcdo - b, coeficiente de

correlacdo - r e coeficiente de determinacdo - r?) para gramicidina na faixa de 5,00 a

25,3 pyg/ml.

Retas axtdp b+dp r r n n° de outlier
Dia1A | 8,00+0,10 3,59 + 0,09 0,997 | 0,994 120) 1
Dia1B | 8,00+0.22 3,55+ 0,21 0,984 | 0,967 120 0

Dia 2 7,74 + 0,24 3,81 0,21 0,985 | 0,969 120 0

Dia 3 7,83+0,16 3,60 £ 0,14 0,991 | 0,983 13 0

Dia 4 8,26 + 0,24 3,35+ 0,22 0,98 | 0,956 13 0

“'1dentificacdo de um outlier por calculos estatisticos. Este dado nao foi reposto.
@ Ocorreu a perda de uma placa devido ao vazamento das solugdes contidas nos cilindros,
impedindo a formacao dos halos. Este dado nao foi reposto.

As duas retas obtidas em um mesmo dia de ensaio (intra-dia) foram comparadas e
as diferencas entre os interceptos e as inclinagcbes nao foram significativas.
Resultado equivalente foi verificado quando a comparagao foi realizada entre as

cinco retas obtidas nos quatro dias de ensaio (Figura 20 e APENDICE B).
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Figura 20. Logaritmo da concentracao de gramicidina versus média corrigida do didmetro
dos halos de inibigdo para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,1%, meios base e
superficie e solugdes de gramicidina 5,00 a 25,3 pg/ml em polissorbato 80 1%. Dia 1 Ae B

sdo retas de um mesmo dia; dia 2, 3 e 4 sao retas obtidas em dias diferentes.
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B Seletividade

Um método é sensivel quando apresenta a capacidade de diferenciar o analito de
outros componentes da amostra e quantifica-lo. Como o método de doseamento foi
desenvolvido para gramicidina matéria-prima, as possiveis substancias interferentes
constituem os produtos de degradagdo e impurezas provenientes do processo de

fermentagao para obtencao do antibidtico.

A secogramicidina ou desformilgramicidina € o maior produto de degradacgédo da

gramicidina obtido por hidrélise (Orwa et. al., 2001).

Ishii e Witkop (1963) descreveram um meétodo para a obtengdo deste composto
baseado na hidrélise da gramicidina em meio organico. Tal procedimento foi
realizado, empregando a matéria-prima como substancia de partida, e o produto

obtido foi caracterizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A Figura 21 apresenta os cromatogramas da gramicidina matéria-prima e do produto
de degradacao. A auséncia dos picos da gramicidina no cromatograma do produto de
degradagdo comprova que a molécula foi alterada quando submetida as condigbes

acidas em meio organico (metanol).
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Figura 21. Cromatograma obtido por CLAE com eluicdo em agua:metanol (29:71 V/V) de
gramicidina matéria-prima (a) e hidrolisado (b). Em (c) sobreposi¢cdo dos cromatogramas de

matéria-prima ( ) e hidrolisado (_ ).
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O rendimento da reagao de hidrolise nao foi determinado, sendo considerado o valor
relatado na literatura (98%) para os calculos de preparo das solugdes. Assim,
solugdes do produto de degradacéo foram preparadas nas concentragdes 5,00; 10,0

e 20,0 pg/ml para realizagado do doseamento pelo delineamento de 3x3.

Halos de inibigdo foram observados, porém nao houve aumento de seus didametros
com o aumento do logaritmo da concentragédo. Portanto a reta obtida para o produto

de degradagao nao apresentou regressao significativa (Figura 22).

A comparagao dos didmetros dos halos de inibicao obtidos para o produto de
degradacdo com os halos obtidos para o diluente sozinho mostrou nao haver
diferenca significativa. Este fato comprova a perda da atividade antimicrobiana da
gramicidina apos a reacgao de hidrolise. Assim, o produto de degradagéo nio seria

um interferente para o método de doseamento desenvolvido.
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Figura 22. Logaritmo da concentragcdo de gramicidina e de seu produto de degradacao
versus didmetro dos halos de inibigcao para K. rhizophila, empregando inéculo a 0,1%, meios
base e superficie; solugbes padrao de gramicidina e de produto de degradacao a 5,00; 10,0
e 20,0 yg/ml em polissorbato 80 1%. Curva do padréo: y = (8,15 + 0,14) + (3,55 + 0,13) x;
n=8.

Também foi preparada solugdo do hidrolisado a 11,3 pg/ml para doseamento
empregando o delineamento 5x1 (Figura 23), no qual foi verificada novamente a

auséncia de atividade antimicrobiana do produto de degradacgéao (Tabela 16).
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Figura 23. Placa com halos de inibicdo produzidos pelas solugbes do produto de

degradacao (seco) e de gramicidina (P3) a 11,3 pg/ml.

Tabela 16. Didmetro médio + dp dos halos de inibicado obtido para polissorbato 80 1%;
produto de degradagéao a 5,00; 10,0; 11,3 e 20,0 pg/ml (n=8).

_ ) _ Concentracéo do produto de degradacédo em
Diametro médio | Polissorbato

dos halos de 80 1% polissorbato 80 1%

o 5,00 10,0 11,3 20,0
inibicdo (mm)

754+026 | 7,75+0,15 | 7,80+0,14 | 7,63+0,30 | 7,85+0,09

O Diluente sem antibidtico.
C Precisdo e exatidao

A precisdo do método € a avaliagdo da repetibilidade dos resultados de poténcia
individuais obtidos quando o procedimento desenvolvido é aplicado diversas vezes
para uma mesma amostra, em condi¢des idénticas de ensaio. A precisao estima o
erro aleatério associado ao procedimento analitico (ROZET et. al., 2007). A precisao
foi avaliada quanto a repetibilidade (precisdo intra-dia) e precisao intermediaria
(inter-dias).

A exatiddo é o grau de concordancia entre a poténcia determinada pelo método
desenvolvido e o valor real da amostra (AGENCIA..., 2003).
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Hubert (2007a), Rozet (2007) e colaboradores discutiram em seus trabalhos que a
exatiddo pode ser vista como composta pela veracidade (trueness)- (bias) e pela
precisao (desvio padrao). Desta forma, pode ser considerada como a estimativa do

erro total do processo analitico.

A veracidade esta relacionada com os erros sistematicos do procedimento analitico
e em alguns casos é referenciada como exatidao, mas este uso ndo é recomendado
(HUBERT et. al., 2007b; ROZET et. al., 2007).

Em vista disso, a exatidao do método desenvolvido foi também avaliada de acordo
com os conceitos de Hubert (2007a-b) e Rozet (2007).

Dentre os varios delineamentos de ensaio descritos foram propostos para o

doseamento de gramicidina o ensaio de retas paralelas 3x3 e o0 5x1

C.1 Delineamento 3x3

v Repetibilidade e exatidao intra-dia

Avaliaram-se a repetibilidade e exatiddo intra-dia do método por meio de trés
determinacdes de poténcia em trés niveis: baixo, médio e alto, respectivamente, 50,
100 e 150% da poténcia nominal. Foram realizados trés ensaios para cada nivel,

sendo preparadas diferentes solugdes da amostra e do padrao para cada um.

Em todos eles foram verificados os parametros de paralelismo entre as retas do
padrdo e da amostra, significAncia da regressao e desvio de linearidade nao
significativo. O intervalo de confiangca a 95% para a poténcia em todos os ensaios

apresentou a variagdo maxima de 10% (APENDICE C).

A Tabela 17 apresenta os valores de precisdo e exatiddo intra-dia obtidos para os

diferentes niveis de gramicidina (50, 100 e 150%).
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Tabela 17. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias

meédias e desvio padrao relativo para precisdo e exatidao intra-dia de gramicidina em trés

niveis de concentragao.

Poténcia e intervalo de confianca a 95% (%)
Amostra
50 % 100 % 150 %
] 51,99 101,40 152,05
49,19 — 54,94 96,24 — 106,84 146,34 — 157,98
) 50,12 101,76 148,03
46,38 — 53,92 96,02 - 107,84 141,99 — 154,32
3 48,30 102,97 149,76
43,97 — 51,45 99,04 — 107,06 143,28 — 156,53
Poténcia média (%) 50,14 102,04 149,95
DPR (%) 3,68 0,81 1,34
Intervalo de 85 a 115%
. 42,5-57,5 85,0 -115,0 127,5-172,5
do valor teérico (%)

Valores de desvio padrao relativo abaixo de 15%

indicam que o método

desenvolvido apresenta precisio intra-dia adequada. A exatidao intra-dia também foi
adequada, uma vez que o valor médio da poténcia determinada esta entre 85 e
115% do valor teérico (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).

v Precisdo intermediaria e exatiddo inter-dias

A precisdo intermediaria e a exatidao inter-dias foram avaliadas por meio de trés
determinagdes de poténcia em trés niveis (baixo, médio e alto), em dois dias
diferentes. Verificou-se que todos os ensaios realizados foram validos. Os valores
para precisao e exatidao inter-dias obtidos para gramicidina em trés diferentes niveis

de concentragao estdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias
médias e desvio padrao relativo para precisao e exatidao inter-dias de gramicidina em trés

diferentes niveis de concentracao.

Dias Amostra Poténcia e intervalo de confianca a 95% (%)
50 % 100 % 150 %
] 51,99 101,40 152,05
49,19 — 54,94 96,24 — 106,84 | 146,34 — 157,98
50,12 101,76 148,03
2 46,38 — 53,92 96,02 - 107,84 | 141,99 — 154,32
; 48,30 102,97 149,76"
43,97 — 51,45 99,04 — 107,06 | 143,28 — 156,53
47,68 102,72 159,75
1 43,97 — 51,45 98,25 -107,40 | 148,17 — 172,24
52,64 99,44 147,16
2 45,49 — 54,62 93,14 -106,18 | 137,82 - 157,13
50,38 100,30 148,36
] 45,63 — 55,22 93,98 — 107,04 | 141,51 — 155,54
Poténcia média (%) 50,19 101,43 150,85
DPR (%) 3,90 1,35 3,10
Intervalo de 85 a 115% do valor
tebrico (%) 42,5-57,5 85,0 -115,0 127,5-172,5

“ Presenca de um outlier.

Valores de desvio padrdo relativo abaixo de 15% indicam que o método
desenvolvido apresenta precisdo intermediaria adequada. Em relacdo a exatidao
inter-dias, os valores médios de poténcia estdo em acordo com o critério de
validade: valor médio da poténcia entre 85 e 115% do valor tedrico (AGENCIA...,
2003; U.S. FOOD..., 2001).

v" Veracidade e exatiddao

A linearidade permite avaliar a veracidade, isto €, ao se plotar o valor esperado
versus o observado, espera-se obter uma reta cujo intercepto seja igual a zero e a
inclinacdo igual a um (CAULCUTT e BODDY, 1983; JARDY e VIAL, 1999;
INSTITUTO..., 2003). Desta forma, se a reta experimental se afastar muito da ideal é

indicativo da presencga de erros sistematicos, isto €, a variagdo das poténcias obtidas
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experimentalmente segue uma tendéncia. Assim, todos os valores obtidos serao
maiores ou todos serdo menores que a poténcia verdadeira, n&do ocorrendo mais a

variacao de forma aleatéria.

Assim, plotou-se os valores verdadeiros de poténcia (50, 100 e 150%) versus os
resultados obtidos experimentalmente em cada nivel (Figura 24). Nesta figura, o
intercepto da reta experimental € igual a 0,459, contudo seu intervalo de confianga
inclui o valor zero (-3,997 a 4,916). Desta forma, ndo existe evidéncia suficiente de
que o valor do intercepto seja diferente de zero. Em relacéo a inclinagao, o intervalo
de confianga inclui o valor um (0,9617 a 1,044), logo a inclinagdo néao é diferente de
um. Em vista disso, os resultados obtidos nos doseamentos realizados nao

apresentaram erros sistematicos (bias) fixos e nem relativos.

150+

B retaideal

100+ ¥ reta experimental

50+

0 T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150

poténcia verdadeira (%)

poténcia determinada experimentalmente (%)

Figura 24. Grafico de poténcia verdadeira versus poténcia determinada experimentalmente
para avaliacdo de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta experimental: y = (0,46 + 2,10) +
(1,00 £ 0.02)x.

O B-intervalo de tolerancia, que € o intervalo que contém % dos resultados
individuais futuros, foi calculado a um nivel de significancia de 5%. O método foi
considerado exato (Figura 25), uma vez que o intervalo de tolerancia, para a
concentragdo no nivel em questédo, estava inserido no limite de + 15% (variagéo
maxima permitida para avaliagdo da exatiddo segundo resolugao brasileira e guia do
FDA — AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).
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Figura 25. Grafico de erro relativo versus poténcia relativa, com intervalo de tolerancia (em

azul) e limites de variagdo permitidos (em vermelho).

C.2 Delineamento 5x1

v' Repetibilidade e exatidao intra-dia

Os ensaios realizados para avaliagdo da precisdo e exatidao intra-dia, empregando
o delineamento 5x1, foram validos (APENDICE D). Os resultados estdo
apresentados na Tabela 19, os quais se encontram de acordo com os critérios de
validade: desvio padrao relativo em cada nivel abaixo de 15% e valor médio da
poténcia entre 85 e 115% do valor teérico (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).
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Tabela 19. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias

médias e desvio padrao

concentragdes (n=3).

relativo para precisao

intra-dia de gramicidina em trés

Poténcia e intervalo de confianca a 95% (%)

Amostra
5,00 pg/ml 11,3 pg/ml 25,3 pg/ml
1 107,42 98,20 99,82
100,15 - 115,21 91,28 — 105,66 92,95 - 107,20
2 106,00 102,59 99,33
98,74 - 113,79 94,50 - 111,38 92,34 — 106,84
3 104,26 100,28 98,52
94,83 - 114,62 92,72 — 108,46 91,68 — 105,86
4 103,37 98,10 98,91
95,42 - 111,99 92,32 - 104,24 91,80 — 106,56
5 99,34 100,93 99,26
90,98 - 108,46 94,53 — 107,76 99,03 — 109,43
Poténcia média (%) 104,08 100,02 99,17
Concentracéo
. 5,20 11,3 25,1
determinada (png/ml)
DPR (%) 2,96 1,90 0,49
Intervalo de 85 a 115%
do valor teérico 425-575 9,61-13,0 21,5-29,1

(ng/ml)

v Precisao intermediaria e exatidao inter-dias

Na Tabela 20 estdo apresentados os valores de precisdo e

obtidos para as concentragdes de gramicidina trabalhadas.

exatidao inter-dias
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Tabela 20. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias

médias e desvio padrao relativo para precisdo inter-dias de gramicidina em trés

concentragoes.
Dias Amostra Poténcia e intervalo de confianca a 95% (%)
5,00 pug/ml 11,3 pg/ml 25,3 yug/ml
1 107,42 98,20 99,82
100,15-115,21 | 91,28 -105,66 | 92,95 -107,20
> 106,00 102,59 99,33
98,74 - 113,79 94,50 - 111,38 | 92,34 — 106,84
1 3 104,26 100,28 98,52
94,83 - 114,62 92,72 -108,46 | 91,68 — 105,86
4 103,37 98,10 98,91
95,42 - 111,99 92,32 -104,24 | 91,80 — 106,56
5 99,34 100,93 99,26
90,98 - 108,46 94,53 — 107,76 | 99,03 — 109,43
1 105,00 103,99 101,62
97,91 - 112,61 95,86 — 112,80 | 94,49 — 109,28
> 99,23 100,36 102,70
91,67 — 107,41 93,38 - 107,85 | 95,71 — 110,20
2 3 105,00 96,99 99,19
97,45-113,14 | 89,52 -105,08 | 91,79-107,19
4 108,34 103,62 100,97
101,20 - 115,98 | 97,36 — 110,28 | 93,76 — 108,73
5 102,29 96,78 100,18
95,35 -109,73 | 90,36 — 103,66 | 93,44 — 107,41
Poténcia média (%) 104,02 100,18 100,05
Concentracdo determinada 520 11.3 253
(Hg/ml)
DPR (%) 2,94 2,64 1,33
Intervalo de 85 a 115% do valor 4.25 575 9.61-13.0 215-29 1

teorico (ug/ml)

Os valores de desvio padrao relativo abaixo de 15% e os valores médios de poténcia

entre 85 e 115% do valor tedrico indicam, respectivamente, que o método

desenvolvido apresenta precisao intermediaria e exatidao inter-dias adequados.

v Veracidade e exatiddao

A veracidade foi avaliada da mesma forma descrita no item Precisdo e exatiddo

inter-dias para o delineamento 3x3. O intervalo de confianga para o intercepto da

reta experimental (Figura 26) inclui o valor zero (-0,01 a 0,38) e para a inclinagao

inclui o valor um (0,98 a 1,00). Portanto, ndo ha evidéncia da presenca de erros

sistematicos (fixos ou relativos) nos resultados.
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Figura 26. Grafico de poténcia verdadeira versus poténcia determinada experimentalmente
para avaliagdo de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta experimental: y = (0,19 £ 0,096) +
(0,99 £ 0,01)x.

O método apresentou precisdo adequada pela analise do intervalo de tolerancia a 95%, uma
vez que para as concentragdes testadas o intervalo esta inserido dentro da faixa permitida
(x 15%) — Figura 27.
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Figura 27. Grafico de erro relativo versus concentragdo de gramicidina, com intervalo de

tolerancia (em azul) e limites de variagdo permitidos (em vermelho).
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D Limite de deteccao

O limite de detecgao € a menor concentracao de gramicidina que é possivel detectar
pelo método, mas nao necessariamente quantificar. Desta forma, solugbes de
gramicidina a 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 yg/ml foram preparadas e aplicadas em placas
submetidas as condi¢cdes de doseamento. Além disso, também foram preparadas

placas com cilindros contendo polissorbato 80 1% sem antibi6tico (branco).

A média corrigida do didametro dos halos de inibicdo para as diferentes solugdes,
inclusive o branco, foi calculada (Tabela 21). Verificou-se que a diferenga entre
essas médias foi significativa e a menor concentracdo de gramicidina que produziu
halos de didmetro maior que o obtido com o diluente, isto &€, que apresentou
atividade antimicrobiana detectavel pelo método foi igual a 2,00 ug/ml. Portanto, a
concentragdo de 2,00 pg/ml foi determinada como limite de detecgdo do método

desenvolvido.

Tabela 21. Média das médias corrigidas do didmetro dos halos de inibicao + dp obtida para

polissorbato 80 1% e solugbdes de gramicidina a 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 pg/ml (n=3).

Diametro médio | Polissorbato | Concentracdo de gramicidina em polissorbato 80 1%

dos halos de 80 1%" 1,00 2,00 3,00 4,00

inibicdo (mm) 749+0,16 | 7,37+042 | 8,89+0,30 | 9,21+0,19 | 10,33+ 0,26

O Diluente sem antibidtico.

E Limites de quantificacao

v' Limite de quantificacao inferior

Para determinagdo do limite de quantificacdo inferior, solugdes de gramicidina
padrdao a 2,00; 3,00; 4,00 ug/ml foram dosadas pelo método desenvolvido
empregando o delineamento 5x1. A poténcia e o intervalo de confianga a 95 % para

cada solucao foram calculados.

Para avaliar a exatiddao dos resultados obtidos, consideraram-se como exatas as
poténcias que estavam inseridas no intervalo de 85 a 115 % do valor tedrico. Assim,
verificou-se que as solugbes a 2,00; 3,00 e 4,00 pg/ml ndo cumpriram o critério

especificado (Tabela 22). Além disso, avaliou-se a variagdo dos resultados obtidos
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em dois dias diferentes pelo calculo do DPR, que foi menor que 15% apenas para
concentracao de 4,00 pg/ml. Contudo, nesta concentragdo os resultados nao foram
exatos. Como ja discutido nos itens Precisdo e Exatidao para o delineamento 5x1, o
doseamento de solugdes a 5,00 ug/ml produzem resultados precisos (DPR<15 %) e
exatos (poténcia calculada entre 85 a 115 % do valor tedrico) — Tabelas 19 e 20. Em
vista disso, a concentracdo de 5,00 pg/ml foi determinada como limite de

quantificagao inferior.

Tabela 22. Valores de poténcias porcentuais, concentracdo calculada e desvio padrao

relativo para determinagao do limite de quantificagao inferior (n=2).

Concentragéo Concentragéo DPR Intervalo de 85 a
Dias tedrica de Poténcia (%) calculada %) 115% do valor
0
gramicidina (pg/ml) (ng/ml) tedrico (ug/ml)
1
2,00 58,59 117 24.60 1,70 22,30
2 83,27 1,67
1
3,00 39,17 1.18 16.98 2,55 a 3,45
2 49,86 1,50
1
4,00 143,05 5,72 5.57 3,40 a 4,60
2 154,79 6,19

v' Limite de quantificacdo superior

Para determinacédo do limite de quantificacdo superior, avaliaram-se a exatidao e
precisao dos resultados de poténcia de solugdes de gramicidina padrao a 28,0; 30,0;
32,0 e 35,0 yg/ml. Verificou-se que as poténcias determinadas para as solugdes de
28,0 a 35,0 pg/ml estavam bem abaixo do valor real (Tabela 23), ndo apresentado a
exatidao necessaria. Em relacéo a variabilidade dos resultados, foi avaliado o desvio
padrao relativo calculado para cada concentracdo, sendo que para as solugdes a
30,0 e 32,0 pg/ml o valor deste parametro foi inferior a 15 %, apresentando precisao
adequada. Contudo, os resultados para as solugdes de 28,0 e 32,0 nédo
apresentaram exatidao. Portanto, a solugédo de 25,3 pg/ml foi definida como limite de
quantificacdo superior, uma vez que pode ser quantificada com precisao e exatidao
como discutido nos itens Precisdo e Exatidao para o delineamento 5x1 (Tabelas 19
e 20).
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Tabela 23. Valores de poténcias percentuais, concentracao calculada e desvio padrao

relativo para determinacao do limite de quantificacdo superior.

Concentracéo Concentragéo DPR Intervalo de 85 a
Dias tedrica de Poténcia (%) calculada %) 115% do valor
0
gramicidina (ug/ml) (Mg/ml) tedrico (ug/ml)
1
28,0 79,81 22,35 15.51 23,8 a32,2
2 64,03 17,93
1
30,0 63,07 18,92 4,42 25,52 34,5
2 59,25 17,78
1
32,0 62,95 20,14 283 27,22 36,8
2 60,48 19,35
1
35,0 79,61 27,86 23,02 29,8 2 40,3
2 57,32 20,06

F Robustez

Os resultados dos métodos analiticos podem variar por uma série de fatores, o que
afetaria a sua reprodutibilidade. Assim, deve-se avaliar a robustez do método, isto &,
a sua capacidade em resistr a pequenas variagdes (AGENCIA..., 2003;
INTERNATIONAL..., 1996).

No caso do doseamento microbioldgico, variagdes de pH e da composicdo do meio
de cultura podem alterar o didmetro do halo de inibicdo (HEWITT, 2007,

KAVANAGH, 1963). Desta forma, testaram-se alteragdes nesses fatores.

v' Variagao do pH do meio de cultura

Nas placas preparadas com agar nutriente pH 6 foram observados halos menos
nitidos devido ao crescimento escasso do microrganismo teste. No entanto, foi
possivel medir o seu didmetro. Em relagdo as placas com agar nutriente pH 8 o
microrganismo apresentou um crescimento mais abundante quando comparado com

agar nutriente pH 7 e 6, tornando os halos mais bem definidos.

Em ambos os meios (pH 6 e 8), a regressao entre a média corrigida dos didametros
dos halos de inibicdo e o logaritmo da concentracdo foi significativa e o modelo

linear adequado. Além disso, verificou-se que essas retas sdo paralelas e que halos
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menores foram obtidos quando o pH do meio foi acertado para 6 ou 8 comparado

aos obtidos com pH 7 (Figura 28).

Assim, o pH do meio de cultura € um fator critico para realizagdo do doseamento,

devendo estar ajustado a um valor de 7 para melhor performance do método.
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Figura 28. Logaritmo da concentracao de gramicidina versus média corrigida do diametro
dos halos de inibicdo, empregando indculo a 0,1% de K. rhizophila, solugdes de gramicidina
de 5,00 a 25,3 yg/ml em polissorbato 80 1%. Camadas base e superficie de agar nutriente
pH 6 y = (7,05 + 0,27) + (3,61 £ 0,25)x ; &gar nutriente pH 8 y = (7,05 £ 0,22) +
(3,21 £ 0,20)x ; agar nutriente pH 7 y = (7,99 £ 0,10) + (0,59 £ 0,09)x; camada base com
agar para antibioticos n°1 y = (8,04 £ 0,20) + (3,32 £ 0,19)x.

v' Variagao do meio de cultura da camada base

Foi avaliada a influéncia da utilizacdo de diferentes meios de cultura como camada
base, entre eles os meios A, B e C que apresentavam a mesma composigao do agar
nutriente, diferenciando somente pela peptona. Em A, empregou-se a triptona que
consiste no hidrolisado enzimatico de caseina (fosfoproteinas do leite) obtido por
acao da tripsina. O casamino, presente em B, € um hidrolisado acido de caseina. A
principal diferenga entre essas peptonas de caseina € que o processo acido leva a
hidrolise completa da proteina produzindo aminoacidos e outros compostos
quimicos simples. No entanto, a hidrélise enzimatica produz principalmente

peptideos. Em C, utilizou-se a lactalbumina, hidrolisado enzimatico das proteinas do
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soro do leite, composto principalmente por peptideos, aminoacidos, carboidratos
simples e complexos (ZIMBRO e POWER, 2003). Foi verificada a auséncia de

crescimento do microrganismo teste quando esses meios foram empregados.

Quando o agar para antibiotico n°1 foi utilizado como camada base, verificou-se um
maior crescimento do microrganismo teste quando comparado com o agar nutriente.
Contudo, os halos apresentaram bordas menos definidas. A regressao entre a média
corrigida do didametro dos halos e o logaritmo da concentragéo foi significativa e o
modelo linear adequado. Além disso, verificou-se paralelismo entre a curva analitica
obtida com o emprego de agar nutriente como camadas base e superficie e a
resultante com o &gar antibiético n°1 como camada base, que produziu halos

menores (Figura 28).

A camada base (n&o inoculada) ndo serviria apenas como suporte para camada
superficie (inoculada), mas sim, como fonte de nutrientes para o microrganismo
teste. Desta forma, haveria difusdo de nutrientes da camada base para superficie
favorecendo o crescimento do microrganismo. Tal hipétese pode ser confirmada
com a observagdo de um crescimento mais abundante de K. rhizophila nas placas
em que se utilizou como camada base o agar para antibiético n°1, que é mais rico
nutricionalmente que o agar nutriente. Em relacédo aos demais meios (A, B e C), a
auséncia de crescimento pode ter ocorrido por incapacidade do microrganismo em
metabolizar os nutrientes (como no caso de B, em que uma das fontes de nitrogénio
€ de aminoacidos) ou entdo por dificuldade de difusdo da molécula (no caso de

nutrientes mais complexos).

6.5 Doseamento de gramicidina matéria-prima empregando o método

de difusdo em agar nutriente
A Delineamento 3x3

Foram realizados cinco doseamentos de gramicidina matéria-prima empregando o
método desenvolvido e o delineamento 3x3 (Figura 29). A poténcia, parametros de
validade do ensaio (paralelismo, desvio de linearidade e regressao significativa) e o

limite de confianca a 95% foram calculados para cada doseamento (Tabela 24)
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utilizando as equagdes 1 a 13 do ANEXO A. Todos os ensaios apresentaram os

parametros de validade necessarios (APENDICE E).

Figura 29. Placa utilizada no doseamento de gramicidina matéria-prima, sendo 1,2,3 os
halos correspondentes as solugbes de gramicidina padréao a 5,00; 10,0 e 20,0 pg/ml,
respectivamente. Os halos A4, A, e A; referem-se as solugbes de matéria-prima a 5,00;

10,0 e 20,0 pg/ml, respectivamente.

Tabela 24. Valores de poténcia, limite de confiangca a 95 % calculado e critico para
doseamento de gramicidina.

. L Cinterior
Doseamento | n® Potencia | LCinterior | L Couperir critico - Coupertor
(%) (%) (%) (96" critico (%)
A 8 106,99 100,57 | 113,82 96,29 117,69
B 7 106,50 98,34 115,35 95,85 117,15
C 8 105,68 97,49 114,55 95,11 116,25
D 7 104,43 98,65 110,55 93,99 114,87
E 7 103,83 97,08 111,05 93,45 114,21

® Para cada doseamento foram empregadas oito placas. No entanto, identificou-se um

outlier, sendo esta placa nao utilizada no calculo de poténcia. Em alguns casos, o outlier foi

justificado pela formagédo de halos com bordas irregulares decorrente do vazamento da

solucao presente no cilindro.
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Os resultados de poténcia foram combinados a fim de obter uma estimativa de
poténcia com intervalo de confianca reduzido. Os calculos foram realizados segundo
a farmacopéia internacional (INTERNACIONAL..., 1967), equagdes 35 a 39 do
ANEXO A, sendo a poténcia combinada igual a 105,37% com intervalo de confianga
a 95% de 102,34 a 108,49% (APENDICE G).

B Delineamento 5x1

Foram realizados cinco doseamentos de gramicidina matéria-prima empregando o
método desenvolvido e o delineamento 5x1 (Figura 30). A poténcia e o limite de
confianca a 95 % foram calculados (APENDICE F) para cada doseamento (Tabela
25).

Figura 30. Placa utilizada no doseamento de gramicidina matéria-prima, sendo A
correspondente aos halos da solugdo de matéria-prima a 11,3 pg/ml e P3 aos halos da

solugéo padrao de referéncia a 11,3 pg/ml.
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Tabela 25. Valores de poténcia e limite de confianca a 95 % calculado e critico para

doseamento de gramicidina.

n . I-Cinferior I—Csuperior I—Cinferior I—Csuperior
Doseamento | Poténcia (%) o o

(%) (%) critico (%) critico (%)

A 105,89 97,17 115,39 95,30 116,48

B 105,03 97,76 112,83 94,53 115,53

C 105,29 98,67 112,36 94,76 115,82

D 106,53 100,03 113,46 95,88 117,19

E 103,10 95,82 100,94 92,79 113,42

Os resultados de poténcia também foram combinados, sendo a poténcia igual a
105,22% com intervalo de confianga a 95% de 102,27 a 108,25% (APENDICE G).

C Comparacao entre os delineamentos: retas paralelas 3x3 e 5x1

Foram propostos dois delineamentos para o doseamento de gramicidina pelo
método de difusdo em agar: retas paralelas 3x3 e 5x1. Para determinar o
delineamento mais preciso, as variancias dos dois foram comparadas por meio do
teste de F (INSTITUTO..., 2003). O erro deste teste estatistico aumenta quando a
variavel ndo segue a distribuicdo normal. Desta forma aplicou-se o teste de Ryan-
Joiner e verificou-se a normalidade dos valores de poténcia para matéria-prima

obtidos por ambos os delineamentos.

O teste de F demonstrou nao existir diferenga significativa entre as variancias dos

dois delineamentos, portanto, ambos apresentaram a mesma precisao.

6.6 Método turbidimétrico para doseamento microbiolégico de

gramicidina segundo compéndios oficiais

Técnicas para doseamento microbiolégico de matéria-prima de gramicidina, pelo
método turbidimétrico, sao descritas nas farmacopéias americana e britanica (THE
UNITED..., 2008 e BRITISH..., 2007). Esses procedimentos foram realizados no
laboratorio com o objetivo de comparar seus resultados com os obtidos pelo método

de difusdo em agar desenvolvido.
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A Método segundo farmacopéia americana (THE UNITED..., 2008)
v' Padronizacgao do in6culo

Foram testadas diferentes concentracées do microrganismo (0,5 a 2,0%) para se
obter uma turvagao de no minimo 0,35 unidade de absorvancia a 580 nm. O inéculo
a 0,75% apresentou a absorvancia indicada em um tempo de incubacdo de

aproximadamente 3 horas, sendo escolhido para realizacdo do ensaio.

Para o inéculo de 0,5%, foi necessario um tempo de incubagao de mais de 5 horas
para produzir a absorvancia requerida. Ja os indculos mais concentrados (0,85 a
2,0%), o tempo de incubagao foi bem menor que 3 horas (em torno de 1 hora e 30

minutos). O tempo requerido € indicado estar entre 3 a 5 horas
v Obtencédo da curva analitica

Solugdes de gramicidina na faixa de 0,028 a 0,057 pg/ml foram preparadas em
alcool etilico 95%, empregando uma relagdo de 1,25 entre as concentragdes

adjacentes. Utilizou-se meio para antibiéticos n°3 com inéculo a 0,75 % de E. hirae.

A analise de regressdo demonstrou ndo ser significativa a regressdo entre a

absorvancia a 580 nm e o logaritmo da concentragao do antimicrobiano (Tabela 26).

Tabela 26. Valores médios de absorvancia (unidade de absorvéancia) + dp obtidos para E.

hirae em meio n°3, utilizando solugdes de gramicidina 0,028 a 0,057 ug/ml (n=3) e tempo de

incubacgao de 2h30min.
Concentragdes de gramicidina (ug/ml) Branco
i (U]
0,028 0,034 0,04 0,048 0,057 inoculado"

0,402 +0,011 | 0,427 +0,013 | 0,416 + 0,016 | 0,407 £ 0,021 | 0,409 + 0,025 | 0,402 £ 0,012

® Tubo contendo 9 ml de meio de cultura inoculado e 100 pl de alcool etilico 95%.

A absorvancia obtida para os tubos contendo as diferentes solugdes de gramicidina
e para o branco inoculado (sem gramicidina) foi comparada e nao foi verificada
diferenca significativa entre elas. Desta forma, a gramicidina nao apresentou

atividade antimicrobiana contra o E. hirae na faixa de concentracdo empregada
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(0,028 a 0,057 pg/ml), uma vez que o crescimento microbiano nos tubos contendo

antibiético nao diferiu daquele sem antimicrobiano.

Devido a obtencao de resultados nao satisfatérios com o método preconizado pela

farmacopéia americana, testou-se o0 método descrito na farmacopéia britanica.

B  Método segundo farmacopéia britanica (BRITISH..., 2007)
v' Obtencédo da curva analitica

Segundo a farmacopéia britanica, tanto S. aureus quanto E. hirae podem ser
utilizados como microrganismo teste. Assim, solugdes de gramicidina na faixa de
0,028 a 0,057 ug/ml foram preparadas em tampdo n°2 e ensaiadas em caldo para
antibidtico n°3 para ambos os microrganismos (indculo de 0,75%). A faixa de
concentracao utilizada foi a mesma descrita pela farmacopéia americana, uma vez

que a concentragao de trabalho nao foi definida na farmacopéia britanica.

Os dados obtidos para ambos os microrganismos foram analisados e verificou-se
nao haver regressao significativa entre a absorvancia e o logaritmo da concentragao
e nem diferenga entre o crescimento microbiano nos tubos contendo ou n&o o
antibidtico em diferentes concentragdes para ambos os microrganismos (Tabela 27).
Portanto, a gramicidina n&o apresentou acdo antimicrobiana, na faixa de

concentracao de 0,028 a 0,057 pg/ml, contra S. aureus e E. hirae.

Tabela 27. Valores médios de absorvancia + dp obtidos para S. aureus e E. hirae em meio

n°3, utilizando solugdes de gramicidina 0,028 a 0,057 ug/ml (n=3).

Concentracdes de gramicidina Absorvancia para os diferentes microrganismos

(Mg/ml) S. aureus" E. hirae®

0,028 0,395+ 0,016 0,477 £ 0,013

0,034 0,403 + 0,015 0,481 £+ 0,027

0,04 0,410 + 0,032 0,467 + 0,057

0,048 0,446 + 0,036 0,457 + 0,029

0,057 0,421 + 0,038 0,463 + 0,041

Branco inoculado 0,426 £ 0,039 0,490 £ 0,024

“Tempo de incubacéo de 5h5min para S. aureus e 3h20 para E. hirae.
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Considerando a auséncia de atividade antimicrobiana da gramicidina nas
concentragbes ensaiadas, uma ampla faixa foi testada para determinagdo do
intervalo em que a absorvancia é fungado linear do logaritmo da concentragao.
Contudo, os ensaios foram realizados apenas com E. hirae, uma vez que ao se
comparar o tempo de incubagdo dos dois microrganismos testados sob mesmas
condigdes, verificou-se que o0 S. aureus necessitou de um maior tempo (5h5) para
alcancgar a turvagao requerida que o E. hirae (3h20). Além disso, estudos de Reedy

e Wolfson (1950) demonstraram a alta sensibilidade do E. hirae a gramicidina.

6.7 Desenvolvimento do método turbidimétrico para doseamento

microbiologico de gramicidina
A Emprego do meio de cultura para antibiéticos n°3

v Adequacdo das concentracées de gramicidina a serem utilizadas

na curva analitica

Foram preparadas, em tampao n°2 e alcool etilico a 95%, solugbes de gramicidina
no intervalo de 0,01 a 2,56 ug/ml testadas em caldo para antibiético n°3 com inéculo
de E. hirae a 0,75%.

A analise de regressao linear dos dados, tanto para ensaio com o alcool quanto para
o tamp&o n°2, demonstrou nao ser significativa a regressao entre a absorvancia e o

logaritmo da concentracgéo.

A atividade antimicrobiana da gramicidina nessa faixa de concentragdo também foi
pesquisada por comparacao dos tubos com as diferentes solugdes de gramicidina e
do branco inoculado (sem antimicrobiano). A diferenga nao significativa demonstrou
a auséncia de agao antimicrobiana da gramicidina na faixa de 0,01 a 2,56 pg/ml,

contra E. hirae testada em caldo n°3.

Considerando o fato de que peptonas podem interferir na atividade da gramicidina,

testou-se outro meio de cultura com diferente composicao.
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B  Emprego do meio GCLT

v' Selecdo do diluente

Estudos comprovaram que a atividade da gramicidina é parcialmente inibida por
peptonas (DUBOS e HOTCHKISS, 1941; HOTCHKISS, 1944; LECLERCQ, 1968;
REEDY e WOLFSON, 1949). Desta forma, desenvolveu-se uma formulagdo de meio
de cultura, com baixo conteudo de peptona, constituida por triptona, glicose, extrato
de carne e extrato de levedura. A triptona € uma peptona obtida pela acdo da
tripsina sobre a caseina (fosfoproteinas do leite), cuja concentracdo no meio ¢é igual

a1gll.

O meio desenvolvido foi testado empregando inéculo de E. hirae a 0,75% e solugbes
de gramicidina de 0,01 a 2,56 ug/ml preparadas tanto em tampdo n°2 quanto em
alcool etilico a 95%. A incubacao foi feita a 37 °C por um periodo que permitisse que
o tubo que continha a solugdo de gramicidina a 0,32 ug/ml atingisse, no minimo, a
absorvancia de 0,35 a 580 nm, sendo esse periodo de 2h55 para o ensaio feito com

alcool etilico e de 3h5 para o com tamp3o n°2.

Segundo Rippere (1979), quando se emprega uma ampla faixa de concentracao de
antibidtico em ensaio turbidimétrico, obtém-se uma curva sigmoide ao se plotar a
absorvancia em fungao do logaritmo da concentragéo (Figura 31). Assim, empregou-
se a analise de regressdo nao linear pelo método dos minimos quadrados para
obtencdo de um modelo que representasse melhor a relacdo entre a absorvancia e o

logaritmo da concentracéo.
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B Alcool etilico a 95%

A Tampao n°2

absorvancia (uA)

) ) ) J
-3 -2 -1 J 1
-0.1
logaritmo da concentrag&o de gramicidina (ug/ml)

Figura 31. Logaritmo da concentracédo de gramicidina versus absorvancia para E. hirae
empregando tampao n°2 e alcool etilico a 95% como diluentes, indculo a 0,75% e caldo
GCLT (n=3).

O modelo foi avaliado segundo os critérios: adequagao dos parametros calculados
(bottom, top, logaritmo da concentracéo efetiva a 50% - log EC50) de acordo com a
teoria e dados experimentais (equagcdo 1 do ANEXO B); intervalo de confianca a
95% dos parametros; homoscedascidade, normalidade e independéncia dos

residuos e valor do coeficiente de determinagéo (r?) — Tabela 28.

Tabela 28. Valores dos parametros da equacao das sigmoides obtidas nos ensaios com
tampao n°2 e alcool etilico a 95%.

Parametros , Fnsaios
Alcool Tampéo n°2
bottom -0,194 -0,348
top 0,542 0,455
log EC50 -0,05018 0,399
Intervalo de bottom -0,264 a -0,125 -0,417 a -0,278
confianca a top 0,526 a 0,558 0,451 a 0,460
95% Log EC50 -0,1591 a 0,05873 0,3314 a 0,4667
Coeficiente de determinacéo (r°) 0,9877 0,9976

Apesar dos elevados valores de coeficiente de determinagao (0,9877 e 0,9976) para

as duas séries de dados analisadas, o modelo nao foi adequado.
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Verificou-se pelos dados experimentais que a EC50 para o diluente alcool etilico a
95% estaria entre 0,32 e 0,64 pg/ml, diferente do encontrado pelo modelo (0,89
ug/ml). O mesmo foi verificado para o tamp&o n°2 sendo o valor calculado igual a
2,51 yg/ml e o pratico entre 0,64 e 1,28 pg/ml.

A analise dos residuos dos dois ensaios evidenciou que 0os mesmos apresentaram
autocorrelagdo positiva para as duas séries analisadas, e heterogeneidade de

variancias no caso do alcool etilico (Figura 32).
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Figura 32. Grafico de residuos segundo modelo Durbin-Watson para dados obtidos

utilizando como diluente alcool etilico a 95% (A) e tampao n°2 (B).

A homoscedascidade, normalidade e independéncia de residuos sdo requisitos
necessarios para que o método dos minimos quadrados seja empregado na analise
de regresséo néo linear. Portanto, a auséncia de algum deles limita o método de

ajuste.

A transformacdo das variaveis, como a realizada para a concentracdo de
gramicidina (variavel regressora) em logaritmo € bastante utilizada em ensaios de
rotina, porém, pode ocasionar o ndo cumprimento de um ou mais dos requisitos
(MONTGOMERY et. al., 2001). Desta forma, plotou-se a absorvancia em fungao da
concentracdo diretamente sem transformacgao. Utilizou-se a analise de regressao
polinomial quadratica (y = a + bx + cx?) para o desenvolvimento do modelo que
representasse essa relagdo (Figura 33). A ANOVA demonstrou ser significativa a
regressao e que tanto o componente linear (b) quanto o quadratico (c) contribuem
para o modelo. Além disso, a analise de residuos mostrou homoscedascidade,

independéncia e normalidade dos residuos. Assim, a regressdo polinomial
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quadratica foi adequada para representar a atividade da gramicidina utilizando os

dois diluentes.

® Alcool etilico a 95%

A Tampéao n°2

absorvancia (UA)

L) L) L)
0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0
concentragéo de gramicidina (pg/ml)

Figura 33. Concentracdo de gramicidina versus absorvancia para E. hirae, empregando
inéculo a 0,75%, caldo GCLT e solugdes de gramicidina 0,01 a 2,56 pg/ml em alcool etilico a
95% y = (0,527 = 0,004) + (-0,529 0,012) x + (0,129 # 0,005) x* ;e tampdo n°2
y = (0,453 + 0,001) + (-0,278 £ 0,004) + (0,048 + 0,002).

Para permitir a comparacéo entre a atividade da gramicidina em alcool etilico a 95%
e em tampdo n°2, a resposta foi transformada em porcentagem de inibigdo do
crescimento, o que eliminou a interferéncia decorrente de uma possivel diferenca na
concentragdo inicial de células do caldo inoculado empregado nos ensaios (Figura
34).
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Figura 34. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
para E. hirae, empregando in6culo a 0,75%, caldo GCLT e solugbes de gramicidina 0,01 a
2,56 pg/ml em alcool etilico a 95% y = (0,56 + 0,44) + (97,36 + 1,40) x + (-23,36 + 0,55) x*;e
tampao n°2 y = (-0,76 + 0,27) + (61,84 + 0,87) x + (-10,59 % 0,34) x>
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Verificou-se por meio da analise de regressdo polinomial quadratica (APENDICE H)
que a regressao foi significativa e o modelo adequado para a porcentagem de
inibicdo e a concentracdo. A comparagao das duas curvas foi realizada e verificou-

se diferencga significativa entre elas, isto €, os coeficientes (a, b e ¢) foram diferentes.

A 1C50, concentragdo de gramicidina necessaria para inibir 50% da populagéo
microbiana do tubo do branco inoculado (sem antibiético), foi calculada, sendo 0,59
ug/ml para o ensaio utilizando o alcool etilico e 0,99 pg/ml com tamp&o n°2. Sendo a
IC50 menor com a gramicidina diluida em alcool etilico pressupds-se maior
sensibilidade do método nessas condi¢des. Contudo, tal fato poderia estar
associado a acao antimicrobiana do alcool etilico presente nas solucdes teste que se

somaria a atividade da gramicidina, fazendo com que o valor de IC50 fosse menor.

Ao se analisar os tubos inoculados com e sem alcool, ndo foi observada diferenca
significativa, portanto, o alcool etilico nas condicbes do ensaio nado apresentou

atividade contra o E. hirae sendo selecionado como diluente.

v Adequacdo das concentracées de gramicidina a serem utilizadas

na curva analitica e determinacdo do tempo de incubacéo

Para determinagdo do intervalo de concentracdo em que ha relagao linear entre a
absorvancia e a concentragao de gramicidina foi testada a faixa de 0,08 a 1,08 pg/mi
definida a partir do perfil da Figura 35. Como o modelo polinomial adequado foi
obtido sem transformagcdo da variavel regressora (concentragdo), uma relagéao

aritmética foi usada no intervalo de concentracgao testado.
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Figura 35. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
(A), concentragéo versus absorvancia (B), in6culo de E. hirae a 0,75%, caldo GCLT e
solugdes de gramicidina 0,01 a 2,56 pg/ml em alcool etilico a 95%. A reta vermelha delimita
a faixa de concentragdo (0,08 a 1,08 ug/ml) em que possivelmente ha uma relacao linear

com a absorvancia (ou porcentagem de inibi¢do do crescimento).

Para determinagao do tempo de incubagcdo adequado os intervalos de tempo foram
definidos de acordo com os dados experimentais anteriores, cuja incubagéo durava
em torno de 3h e com os dados da literatura que preconiza um maximo de
incubagao de 5h (THE UNITED..., 2008).

A anadlise de regressdo linear indicou ser significativa a regressao entre a
porcentagem de inibicdo de crescimento e a concentragdo em todos os periodos de
incubacédo. Contudo, o modelo linear ndo foi adequado devido ao desvio de

linearidade significativo.
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Assim, para todos os tempos de incubacdo, analisou-se a faixa de concentracao
entre 0,08 e 0,88 pg/ml, cuja regressao foi significativa e o modelo linear adequado
(homoscedascidade, normalidade e independéncia de residuos e desvio de

linearidade, nao significativo) — Figura 36.
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Figura 36. Concentracdo de gramicidina versus porcentagem de inibigdo do crescimento
para, indculo de E. hirae a 0,75%, caldo GCLT, solu¢gdes de gramicidina 0,08 a 1,08 ug/ml
em alcool etilico a 95% e diferentes tempos de incubacdo. O tracejado verde corresponde a
faixa de concentragao de 0,08 a 1,08 pg/ml, cujo modelo linear ndo foi adequado. Enquanto

a reta azul corresponde ao intervalo em que ha relacao linear.

As retas obtidas nos diferentes tempos de incubagao foram comparadas e verificou
ser significativa a diferenca entre elas. A reta obtida quando os tubos foram
incubados por 4 horas apresentou maior inclinagdo que as demais (Figura 37). Isto
significa que nessa condicdo ha um aumento da sensibilidade do método, ja que
uma pequena variagdo na concentracdo de gramicidina promove uma maior
variagcdo na porcentagem de inibicdo. Desta forma, o periodo de incubacéo de 4
horas e a faixa de concentragcéo de 0,08 a 0,88 pg/ml foram as condi¢des definidas

para ensaios subsequentes.



Resultados e discussdo 168

60+
= 3h

504 A 3h30

204 v 4h
* 4h30

N
o
[

% de inibicdo de crescimento
= w
o o
[ ] [ ]

o

L) L) L) L)
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
concentracdo de gramicidina (pg/ml)

Figura 37. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
empregando inéculo de E. hirae, a 0,75%, caldo GCLT, solu¢des de gramicidina 0,08 a 0,88
pg/ml em alcool etilico a 95% e diferentes tempos de incubacdo: 3h y = (48,89 + 1,33)x +
(13,77 £ 0,74); 3h30min y = (48,56 = 1,44)x + (9,71 + 0,80); 4h y = (58,60 + 2,00)x + (0,39 +
1,02) e 4h30miny = (48,32 + 1,26)x + (-2,68 + 0,70).

6.8 Validacdo do método turbidimétrico

Para garantir a confiabilidade dos resultados, o método desenvolvido foi validado por
meio da avaliagdo dos parametros: curva analitica, exatidao, precisdo, seletividade,
robustez, limite de quantificacdo e deteccéo (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001;
INSTITUTO..., 2003).

A Curva analitica

Por meio da curva analitica demonstra-se a existéncia de uma relacao linear entre a
resposta (porcentagem de inibicdo do crescimento) e a concentragdo do analito
dentro de um determinado intervalo (U.S. FOOD..., 2001).

Como discutido no item 6.7, a faixa 6tima de trabalho para a gramicidina foi de 0,08
a 0,88 ug/ml. Portanto, empregando essas concentragbes e o caldo GCLT, quatro

curvas foram obtidas, sendo duas no mesmo dia (avaliagdo intra-dia) e as demais
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em dias diferentes (avaliacdo inter-dias). O modelo linear (APENDICE 1) foi

adequado para todas as curvas apresentando.

As quatro retas apresentaram coeficiente de correlagao (r) superior a 0,98, conforme
critério estabelecido pela resolugdo brasileira (AGENCIA..., 2003) — Tabela 29. Além
disso, os resultados do coeficiente de determinacgdo (r?) indicam que mais de 90 %
da variagdo da porcentagem de inibicdo do crescimento é explicada pela

concentracdo do antimicrobiano.

Tabela 29. Parametros de linearidade (intercepto - a, inclinagcdo - b, coeficiente de
correlacéo - r e coeficiente de determinagéo - r%) para as curvas analiticas de gramicidina na
faixa de 0,08 a 0,88 pg/ml (n=3).

. . n° de
Retas a+dp p® b+dp p® r r n i
outlier

Dia1A | -418+0,93 | 9001 | 9840+1,67 | 0,000 [0,995]0,990| 15 0

Dia1B | -382:161 | 0034 | 5578+289 | 0,000 [0983]0,966 [ 15™ [ 1
Dia2 | -3,74%1,00 | 0,002 | 54,08+ 1,79 | 0,000 |0,993[0,986[ 15™ | 1
Dia3 | -476+1,12 | 0,001 | 58,30+2,01 | 0,000 [0,992]0,985] 15 0

O Significancia do intercepto.

™ Significancia da inclinagéo.

@ |dentificacdo de outlier que foi substituido pela média das réplicas do mesmo nivel de
concentracao.

As duas retas obtidas em um mesmo dia de ensaio foram comparadas e as
diferengas entre os interceptos e as inclinagdes nao foram significativas. Resultado
equivalente foi verificado quando se comparou as quatro retas obtidas nos trés dias

de ensaio (Figura 38 e APENDICE J).
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Figura 38. Concentracdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento de
E. hirae, empregando inéculo a 0,75%, caldo GCLT, solugbes de gramicidina 0,08 a 0,88
pMg/ml em alcool etilico a 95% e 4h de incubagao. Dia 1 A e B séo retas de um mesmo dia;

dia 2 e 3 sdo retas obtidas em dias diferentes.
B Seletividade

A seletividade do método turbidimétrico consistiu em verificar se o microrganismo
teste (E. hirae) era sensivel ao produto de hidrolise da gramicidina em meio organico

(secogramicidina).

Solugdes do produto de hidrélise a 0,28; 0,48 e 0,68 pg/ml foram ensaiadas
concomitantemente com solu¢des padrao de gramicidina de mesma concentragéo,
empregando o delineamento 3x3. Os resultados de porcentagem de inibigao obtidos
para o padrdo e o produto de degradacdo foram plotados em fungado da
concentragéo (Figura 39), sendo que a inclinagao da reta do produto de degradagéo
nao foi significativa, isto €, a porcentagem de inibicdo ndo foi alterada com o
aumento da concentracdo. Desta forma, para verificar se o produto de hidrélise
apresentava atividade contra E. hirae nas condi¢des testadas, foram comparadas as
leituras de absorvancia referentes as solugdes de secogramicidina e o branco
inoculado (Tabela 30). Ndo foi observada diferenga significativa entre elas, assim o
produto de degradagdo ndo apresenta agdo antimicrobiana contra E. hirae nas
condigbes empregadas no método desenvolvido, nao interferindo, portanto no

doseamento da gramicidina.
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Figura 39. Concentracdo de gramicidina e de seu produto de degradagdo versus
porcentagem de inibicdo do crescimento de E. hirae, empregando inéculo a 0,75%, caldo
GCLT, solugdes padrdao de gramicidina e de produto de degradacéo a 0,28; 0,48 e 0,68
Hg/ml em alcool etilico a 95%. Curva do padrao: (-9,64 + 1,71) + (52,30 + 3,36) x; n=3.

Também se preparou solugdo do hidrolisado a 0,48 pg/ml para doseamento
empregando o delineamento 5x1, no qual foi verificada novamente a auséncia de
atividade antimicrobiana do produto de degradacao por comparacao da absorvancia

da solugdo amostra com o branco inoculado.

Tabela 30. Leitura média de absorvancia + dp obtida para branco inoculado e produto de
degradacéo a 0,28; 0,48 e 0,68 pg/ml (n=3).

Branco Concentracao de gramicidina em alcool etilico a 95%
A . : (a)
Absorvancia | inoculado 0.28 0,48 0,68
0,777 £ 0,014 0,769 + 0,009 0,764 + 0,005 0,765 + 0,003

@ Caldo inoculado + alcool etilico a 95%.

Os doseamentos empregando ambos os delineamentos (3x3 e 5x1) foram
realizados em dois dias consecutivos e os resultados obtidos foram equivalentes nos

dois dias.
C Precisdo e exatidao

A precisdo do método foi avaliada quanto a repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisao intermediaria (inter-dias). Também se avaliou a exatiddo dos resultados

obtidos em um mesmo dia (intra-dia) e em dias diferentes (inter-dias), segundo os
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parametros de guias nacionais e internacionais (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD...,
2001). E foi realizada a avaliagdo de acordo com os conceitos introduzidos por

Hubert e colaboradores (2007 a-b) e Rozet e colaboradores (2007).

Os delineamentos propostos para o método turbidimétrico foram os mesmos

utilizados no método de difusdo em agar: retas paralelas 3x3 e o 5x1.
C.1 Delineamento 3x3
v' Repetibilidade e exatidao intra-dia

Avaliaram-se a repetibilidade e exatiddo intra-dia do método por meio de cinco
determinagdes de poténcia em trés niveis: baixo, médio e alto, respectivamente, 80,
100 e 120% da poténcia nominal. Em todos eles foram verificados os parametros de
paralelismo entre as retas do padrédo e da amostra, significancia da regresséo e
desvio de linearidade nao significativo. Também apresentaram a precisdo requerida,

a qual foi avaliada pelo intervalo de confianga a 95% (APENDICE K).

A Tabela 31 apresenta os valores de precisdo e exatiddo intra-dia obtidos para os
diferentes niveis de gramicidina (80, 100 e 120 %).
Tabela 31. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias

meédias e desvio padrao relativo para precisdo e exatidao intra-dia de gramicidina em trés
niveis de concentragao.

Poténcia e intervalo de confianga a 95% (%)
Amostra
80% 100% 120%
1 78,80 101,62 118,68
73,03 — 84,56 95,04 — 108,20 114,57 — 122,80
2 82,66 101,89 120,70
78,83 — 86,50 95,57 — 108,22 110,18 — 131,22
3 82,50" 101,58 119,65
76,23 — 88,77 95,94 — 107,22 115,79 — 123,50
4 84,85 101,43 119,12%
79,42 — 90,28 96,01 — 106,85 113,44 — 124,80
5 84,79 101,80 121,480
80,84 — 88,73 96,08 — 107,51 118,21 — 124,75
Poténcia média (%) 82,72 101,66 119,93
DPR (%) 2,71 0,18 0,98
Intervalo de 85 a 115%
) 68,0 - 92,0% 85,0 — 115,0% 102,0 — 138,0%
do valor tedérico (%)

Y Foi identificado um outlier que foi substituido pela média das réplicas do mesmo nivel de
concentragao.
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Valores de desvio padréao relativo foram muito abaixo de 15% indicando que o
método desenvolvido apresenta precisdo intra-dia adequada. A exatidao intra-dia
também foi adequada, uma vez que o valor médio da poténcia determinada esta
entre 85 e 115 % do valor tedrico (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).

v Precisdo intermediaria e exatiddo inter-dias

Os ensaios realizados para avaliagdo da precisao inter-dias foram validos e os

resultados estdo apresentados na Tabela 32.

Tabela 32. Valores de poténcias percentuais, poténcias médias e desvio padrao relativo

para precisdo e exatidao inter-dias de gramicidina em trés diferentes niveis de

concentracéo.
_ Poténcia (%)
Dias Amostra
80% 100 % 150 %
1 78,80 101,62 118,68
73,03 -84,56 | 95,04 —108,20 | 114,57 — 122,80
2 82,66 101,89 120,70
78,83 86,50 | 95,57 - 108,22 | 110,18 — 131,22
1 3 82,50 101,58 119,65
76,23 —88,77 | 95,94 -107,22 | 115,79 — 123,50
4 84,85 101,43 119,120
79,42-90,28 | 96,01 -106,85 | 113,44 — 124,80
5 84,79 101,80 121,48
80,84 — 88,73 | 96,08 — 107,51 | 118,21 — 124,75
1 81,75 101,01 118,52
74,53 -88,97 | 96,08 -105,94 | 113,27 — 123,76
2 83,97" 100,43 123,81
78,09-89,86 | 95,71 -105,16 | 117,03 — 130,59
2 3 78,12 100,49 119,42
72,24-83,99 | 97,20-103,77 | 110,11 - 128,74
4 78,64 100,35 120,76
74,01-83,26 | 97,44 -103,26 | 115,05 — 126,47
5 80,73 99,97 123,53
73,96 -87,50 | 96,83 103,10 | 114,94 — 132,12
Poténcia média (%) 81,68 101,06 120,57
DPR (%) 3,10 0,69 1,57
Intervalo de 85a115%do valor [ 680-92,0% | 850-1150% | 102,0-138,0%
tedrico (%)

Y Foi identificado um outlier que foi substituido pela média das réplicas do mesmo nivel de

concentragao.

Valores de desvio padrao relativo abaixo de 15%

indicam que o método

desenvolvido apresenta precisdo intermediaria adequada. Em relacao a exatidao
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inter-dias, os valores médios de poténcia estdo de acordo com o critério de validade:
valor médio da poténcia entre 85 e 115% do valor tedrico (AGENCIA..., 2003; U.S.
FOOD..., 2001).

v" Veracidade e exatidao

A avaliagdo da veracidade foi realizada pela analise do grafico de valores
verdadeiros de poténcia (80, 100 e 120%) versus os resultados obtidos
experimentalmente em cada nivel. Na Figura 40, o intercepto da reta experimental é
igual a 4,023, contudo seu intervalo de confianga a 95% inclui o valor zero (-0,16 a
8,21). Desta forma, ndo existe evidéncia de que o valor do intercepto seja diferente
de zero. Em relagdo a inclinagao, o intervalo de confianga inclui o valor um (0,929 a
1,012), logo a inclinagdo nao € diferente de um. Em vista disso, os resultados
obtidos nos doseamentos realizados ndo apresentaram erros sistematicos (bias)

fixos e nem relativos.

150+

B retaideal
V¥ reta experimental

0 L) L) L) L) L) L]
0 25 50 75 100 125 150

Poténcia verdadeira (%)

Poténcia determinada experimentalmente (%)

Figura 40. Grafico de poténcia verdadeira versus poténcia determinada experimentalmente
para avaliagdo de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta experimental: y = (4,02 + 2,04) +
(0,97 £ 0.02)x.

Para avaliagao da exatidao, o B-intervalo de tolerancia foi calculado a um nivel de

significancia de 5%. O método foi considerado exato, j& que o intervalo de
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tolerancia, para todas as concentragbes ensaiadas, esta inserido no limite de

variagao permitido de + 15% (Figura 41).
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Figura 41. Gréfico de erro relativo versus poténcia relativa, com intervalo de tolerancia (em

azul) e limites de variagao permitidos (em vermelho).

C.2 Delineamento 5x1

v Repetibilidade e exatidao intra-dia

Avaliaram-se a repetibilidade e a exatiddo do método pelo delineamento 5x1 por

meio do doseamento das solu¢des a 0,08; 0,48 e 0,88 pg/ml.

Trés curvas foram tragcadas e todas apresentaram regressao significativa,
normalidade, independéncia dos residuos, homoscedascidade e desvio de
linearidade n&o significativo (APENDICE L).

Os valores de precisdo e exatidao intra-dia, obtidos para as diferentes
concentragdes de gramicidina (Tabela 33), se encontram de acordo com os critérios
de validade: desvio padrao relativo em cada nivel abaixo de 15% e valor médio da
poténcia entre 85 e 115% do valor teérico (AGENCIA..., 2003; U.S. FOOD..., 2001).
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Tabela 33. Valores de poténcias e intervalo de confianga percentuais, poténcias médias e

desvio padrao relativo para precisao intra-dia de gramicidina em trés concentragdes.

Poténcia e intervalo de confianga a 95% (%)
Amostra
0,08 pg/ml 0,48 pg/ml 0,88 pg/ml
1 97,57 101,64 97,34
93,53 — 101,60 92,66 — 110,62 92,38 — 102,30
2 96,93 98,59" 100,65
92,81 — 101,05 90,44 — 106,75 94,92 - 106,38
3 100,42 101,07" 102,15
94,29 — 106,55 93,12 — 109,01 96,45 — 107,86
4 98,87 105,07" 98,61
91,13 — 106,61 96,62 — 113,51 93,34 - 103,88
5 101,98 102,64" 97,19"
96,87 — 107,08 94,67 — 110,60 91,90 — 102,48
Poténcia média (%) 99,15 101,80 99,19
Concentragéo
, 0,079 0,489 0,873
determinada (png/ml)
DPR (%) 1,91 2,32 2,18
Intervalo de 85 a 115%
do valor tedrico 0,068 — 0,092 0,408 — 0,552 0,748 — 1,012
(ng/ml)

O |dentificado a presenca de um outlier, o qual foi substituido pela média das demais leituras
da mesma concentragéo.

® Ocorreu a perda de um dado na amostra, pois o volume de formaldeido a 12% adicionado
ao tubo foi superior a 0,5 ml. O valor foi reposto pela média das demais réplicas da mesma
concentragao.

v'  Precisao intermediaria e exatidao inter-dias

Para os ensaios realizados para avaliagdo da precisdo e exatidao inter-dias
calculou-se o intervalo de confianga a 95% para a poténcia que apresentou a
variagao permitida em todos os ensaios. Também as curvas analiticas apresentaram

0s requisitos necessarios.

Na Tabela 34 estdo apresentados os valores de precisdo e exatidao inter-dias

obtidos para as concentragdes de gramicidina trabalhadas.
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Tabela 34. Valores de poténcias e intervalo de confiangca a 95% percentuais, poténcias

médias e desvio padrao relativo para precisdo inter-dias de gramicidina em trés

concentracodes.
Dias Amostra Poténcia e intervalo de confianca a 95% (%)
0,08 pg/ml 0,48 pg/ml 0,88 pg/ml
1 97,57 101,64 97,34
93,53 -101,60 | 92,66 — 110,62 | 92,38 — 102,30
2 96,93 98,59 100,65
92,81 —101,05 | 90,44 106,75 | 94,92 - 106,38
1 3 100,42 101,07" 102,15"
94,29 - 106,55 | 93,12-109,01 | 96,45 107,86
4 98,87 105,07 98,61
91,13 -106,61 | 96,62 113,51 | 93,34 — 103,88
5 101,98 102,64 97,19™
96,87 — 107,08 | 94,67 — 110,60 | 91,90 — 102,48
1 100,07" 103,68 98,68"
90,67 — 109,47 | 97,22 -110,14 | 93,65 - 103,71
2 106,36" 101,75 104,64
96,69 — 116,04 | 94,69 — 108,80 | 92,07 — 102,20
2 3 97,27% 97,50 105,19"
87,48 -107,06 | 91,90 -103,11 | 100,00 — 110,37
4 102,179 97,73 101,21®
92,37 - 111,97 | 91,90 -103,56 | 95,43 — 107,00
5 104,96" 101,00 99,68
95,28 — 114,64 | 95,33 — 106,68 | 94,91 — 104,46
Poténcia média (%) 100,66 101,84 100,53
Concentragado determinada
0,081 0,489 0,885
(ng/ml)
DPR (%) 3,22 2,47 2,79
Intervalo de 85a 115% do valor | 0068-0,092 | 0,408-0,552 | 0,748 1,012
tedrico (ug/ml)

“ldentificado um outlier na curva analitica devido & adicdo de volume de formaldeido a 12%
superior a 0,5 ml ao tubo.

@ 1dentificado a presenca de um outlier, o qual foi substituido pela média das demais leituras
da mesma concentragao.

@ Ocorreu a perda de um dado na amostra, pois o volume de formaldeido a 12% adicionado
ao tubo foi superior a 0,5 ml. O valor foi reposto pela média das demais réplicas da mesma
concentragao.

Os valores de desvio padrdo relativo abaixo de 15 % e os valores médios de
poténcia entre 85 e 115% do valor tedrico indicam, respectivamente, que o método

desenvolvido apresenta precisao intermediaria e exatidao inter-dias adequados.
v' Veracidade e exatidao

Para reta experimental da Figura 42, o intervalo de confianga para o intercepto inclui
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o valor zero (-0,01 a 0,01) e para a inclinagao inclui o valor um (0,99 a 1,03).

Portanto, nao ha evidéncia da presenca de bias fixos ou relativos nos resultados.
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Figura 42. Grafico de concentracdo de gramicidina tedrica versus concentragéao
determinada experimentalmente para avaliacdo de tendéncia. Reta ideal: y = x; reta
experimental: y = (0,001 £ 0,005) + (1,01 £ 0,01)x.

O intervalo de tolerancia foi calculado para as concentracdes ensaiadas e verificou-
se que estava inserido na faixa de variagdo permitida (+ 15%). Desta forma, o

método foi considerado exato (Figura 43).
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Figura 43. Grafico de erro relativo versus concentragdo de gramicidina (ug/ml), com

intervalo de tolerancia (em azul) e limites de variagdo permitidos (em vermelho).
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D Limite de deteccao

Para a determinacdo do limite de deteccdo as leituras de absorvancia dos tubos
contendo as solugbes de gramicidina (0,01; 0,02; 0,04 e 0,06 pg/ml) foram
comparadas com as do branco inoculado (meio inoculado sem adi¢ao de antibi6tico)
e verificou-se diferenca significativa entre elas (Tabela 35). O teste de médias
demonstrou ndo haver diferenga significativa entre as leituras de absorvancia dos
tubos contendo as solugdes de gramicidina a 0,01; 0,02 e 0,04 pg/ml e o diluente.
Contudo, quando a comparagao foi feita entre as leituras de absorvancia da solugao
a 0,06 yg/ml e o branco inoculado, observou-se diferenga significativa. Portanto, a
concentragdo de 0,06 pg/ml foi determinada como limite de detecgdo do método

desenvolvido.

Tabela 35. Leitura média de absorvancia + dp obtida para alcool etilico a 95% e solugbes de
gramicidina a 0,01; 0,02; 0,04 € 0,06 pug/ml (n=3).

Branco Concentracéo de gramicidina em alcool etilico a 95%
A ; @i)
Absorvancia | inoculado 0,01 0,02 0,04 0,06
0,848 + 0,007 | 0,851 + 0,009 | 0,841 +0,006 | 0,850 + 0,006 | 0,815+ 0,003

% Caldo inoculado + alcool etilico a 95%.
E Limites de quantificacao
v' Limite de quantificacao inferior

Foram realizados cinco doseamentos independentes em dois dias diferentes. A
partir dos resultados individuais, calcularam-se a poténcia média e o desvio padrao
relativo, a partir dos quais foram avaliadas a precisdo e exatiddo dos resultados.
Consideraram-se como exatas as poténcias que estavam inseridas no intervalo de
85 a 115 % do valor tedrico. As precisdes intra-dia (n=5) e inter-dias (n=10), foram
avaliadas pelo valor do DPR que deve ser inferior a 15%. (AGENCIA..., 2003; U.S.
FOOD..., 2001).

Assim, verificou-se que as poténcias referentes a solugdo a 0,06 pg/ml foram
superiores a 115% em ambos os dias de ensaio. Além disso, os valores de DPR
foram altos, apesar de nao serem superiores ao limite especificado (15%), indicando

uma baixa precisao dos resultados (Tabela 36). Contudo, os resultados obtidos para
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a solucao a 0,08 ug/ml apresentaram-se precisos e exatos como discutido no item
Precisdo e Exatiddo (Tabelas 33 e 34) para o delineamento 5x1 do método
turbidimétrico. Em vista disso, a concentracdo de 0,08 ug/ml foi determinada como

limite de quantificag&o inferior.

Tabela 36. Valores de poténcias porcentuais e desvio padrao relativo para determinagao do

limite de quantificagao inferior (n=3).

Solucgdes de gramicidina a 0,06 pg/ml o Média DPR

_ Média | DPR
Dias entre entre

1 2 3 4 5 (%) (%) _ :
dias (%) | dias(%)

1 165,50 | 156,20 | 121,98 | 138,18 | 151,39 | 146,65 | 12,79
135,22 12,70

2 119,62 | 115,20 | 127,08 | 123,50 | 133,56 | 123,79 | 5,68

v' Limite de quantificacdo superior

Para determinagao do limite de quantificacdo superior, avaliaram-se a exatidao e
precisao dos resultados de poténcia de solugbdes de gramicidina padrao a 0,88; 1,08

e 1,28 pyg/ml obtidos, em dois dias diferentes, empregando o delineamento 5x1.

A Tabela 37 apresenta os resultados de poténcia determinados para as solugdes a
1,08 e 1,28 ug/ml, os quais estdo bem abaixo do valor real, ndo cumprindo o critério
de exatidao requerido (poténcia entre 85 e 115%). Em relagcdo a variabilidade dos
resultados, foram avaliados os valores de DPR calculados para os resultados
obtidos ao mesmo dia e em dias diferentes. O DPR para preciséo inter-dias para
concentragdo de 1,08 ug/ml foi superior ao critério estipulado (15%). Apesar dos
demais valores de DPR estarem abaixo deste valor, ainda foram valores altos o que
indicou uma baixa precisdo. No entanto, os resultados obtidos para solu¢gao a 0,88
Mg/ml apresentaram precisao e exatiddo adequados como discutido no item Preciséao
e Exatiddo (Tabelas 33 e 34) para o delineamento 5x1 do método turbidimétrico.
Assim, a concentracédo 0,88 ug/ml foi determinada como limite superior de

quantificacdo do método.
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Tabela 37. Valores de poténcias porcentuais, concentracao calculada e desvio padrao

relativo para determinacao do limite de quantificacdo superior.

Réplicas Média | DPR
Solu- _ Média | DPR | entre | entre
. Dias _ _

¢ao 1 2 3 4 5 (%) (%) dias dias
(%) (%)

1,08 1 72,62 | 8570 | 75,34 | 86,52 | 8567 | 81,17 | 8,18
70,87 17,16

Hg/ml 2 60,35 | 59,95 | 58,94 | 55,21 68,36 | 60,56 | 7,94

1,28 1 52,61 | 63,83" | 66,46 | 53,26 | 50,62 | 57,36 | 12,62
: 53,60 12,99

pg/ml 2 57,73 46,72 | 47,05" | 50,27 47,42 49,84 9,29

" Perda de um dado da amostra que foi substituido pela média das demais leituras da

mesma solugao.

F

Robustez

Avaliou-se a robustez do método pela variacdo de fatores como pH, tempo de

incubacéo e idade da cultura do microrganismo teste.

v' Variagao do pH do meio de cultura

Avaliou-se a influencia do pH sobre a atividade de solugdes de gramicidina (0,08 a

0,88 ug/ml) testando-se meio de cultura com pH 6, 7 e 8..

Foram obtidas trés curvas, cuja regressao foi significativa apenas quando foi

utilizado o meio de pH 7. Em pH 6 e 8 a gramicidina mostrou atividade, porém sem

variagdo em fungdo do aumento da concentragcdo. Além disso, verificou-se que em

pH 6 a atividade € maior que em pH 8 (Figura 44).
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Figura 44. Concentragcao de gramicidina versus porcentagem de inibicao do crescimento,
empregando in6culo a 0,75% de E. hirae, solugdes de gramicidina 0,08 a 0,88 ug/ml em
alcool etilico a 95% e caldo GCLT pH 7 y =(-4,18 £ 0.93) + (58,40 £+ 1,67)x; pH 6 e 8 (n=3).

Em vista disso, o pH do meio de cultura € um fator critico para realizagdo do

doseamento, devendo estar ajustado para 7.

v Tempo de incubagao

O tempo de incubacéo € um parametro importante, pois pode alterar a inclinacdo da
curva analitica influenciando a sensibilidade do método como discutido no item B de
6.7. Foram avaliados diferentes periodos de incubagao (3h45, 4h e 4h15) com
objetivo de se determinar um intervalo de tempo de incubagdo em que o ensaio

possa ser realizado sem alteracdo da sensibilidade do método.
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Figura 45. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
para E. hirae, empregando inéculo a 0,75%, caldo GCLT, solugbes de gramicidina 0,08 a
0,88 pg/ml em alcool etilico a 95% e diferentes tempos de incubagao: 3h45 y = (56,69 *
1,35)x + (-1,04 £ 0,75); 4h y = (57,24 £ 1,04)x + (-2,98 £ 0,58); 4h15y = (55,24 + 1,35)x + (-
3,61+ 0,75).

Na Figura 45 encontram-se as trés curvas obtidas nos diferentes periodos de
incubacao, as quais apresentaram regressao significativa e modelo linear adequado.
A comparacdo entre elas demonstrou existir diferengca significativa entre os
interceptos, contudo, ndo houve diferenca entre as inclinagées. Portanto, as retas

sao paralelas.

Em vista disso, concluiu-se que o tempo de incubagcdo € um parametro critico,
contudo, o intervalo de 3h45 a 4h15 foi definido como um periodo em que o ensaio
pode ser realizado sem alteracido da sua sensibilidade, uma vez que a inclinagao
nao se alterou. No entanto, ao se realizar o ensaio turbidimétrico, o tempo de
incubacdo pode variar dentro deste intervalo desde que todos os tubos sejam

incubados pelo mesmo tempo.
v' Idade da cultura do microrganismo teste

Com obijetivo de verificar a influéncia da idade do microrganismo, foram ensaiadas
cepas de E. hirae de diferentes idades, da 22 a 72 passagem, sendo que cada
repique foi considerado uma passagem. Todas as curvas apresentaram regressao

significativa e o modelo linear foi adequado.
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As retas obtidas com as cepas da 2% a 6% passagem, quando comparadas n&o
apresentaram diferenga estatistica. Contudo, ao compara-las com as curvas da 72
passagem (A e B), verificou-se a diferenga significativa tanto do intercepto quanto da
inclinagdo. Também se observou nitidamente que a cepa mais velha apresentou
menor sensibilidade ao antibidtico comprovada pela menor inclinagao da reta (Figura
46).
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Figura 46. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento
empregando caldo GCLT, solugbes de gramicidina 0,08 a 0,88 ug/ml em alcool etilico a

95%, 4h de incubacgao e indculo a 0,75% de E. hirae de diferentes idades.

Em vista disso, a idade do microrganismo teste € um fator critico que deve ser
controlado, sendo que até seis passagens foi possivel realizar o doseamento da

gramicidina sem alteragéo da sensibilidade do E. hirae.

6.9 Doseamento da gramicidina matéria-prima empregando o método

turbidimétrico

A gramicidina matéria-prima, cuja poténcia foi determinada pelo método de difusédo
em placa, também foi dosada pelo método turbidimétrico desenvolvido. Foram

realizados cinco doseamentos empregando os delineamentos 3x3 e 5x1.

A poténcia, parametros de validade do ensaio e o limite de confianga a 95 % foram

calculados para cada doseamento dos dois delineamentos (Tabelas 38 e 39). Todos
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0s ensaios apresentaram os parametros de validade necessarios (APENDICE M e

N).

Tabela 38. Valores de poténcia, limite de confianca a 95 % calculado e critico para

gramicidina matéria-prima.

“ . I—Cinferior I—Csuperior I—Cinferior I—Cs.uperior
Doseamento | Poténcia (%) o , o y
(%) (%) critico (%)™ | critico (%)™

A 104,25 96,14 112,37 93,83 114,68

B 106,05 98,28 113,81 95,44 116,55

c® 105,29 98,39 113,19 94,76 115,82

D 105,07 99,91 110,22 94,56 115,57

E 105,82 100,06 111,59 95,24 116,41

% Perdeu-se um dado da amostra devido a adigao de maior volume de meio de cultura (mais

que 9,0 ml).

™ Foi considerada como precisdo adequada do ensaio uma variagdo maxima de 10% no
intervalo de confianga a 95% da poténcia calculada.

Tabela 39. Valores de poténcia, limite de confianca a 95% calculado e critico para

gramicidina matéria-prima.

“ . I—Cinferior I—Csuperior I—Cinferior I—Cs.uperior
Doseamento | Poténcia (%) o o

(%) (%) critico (%) critico (%)

A 106,71 100,04 113,39 96,04 117,38

B 104,61 96,53 112,69 94,15 115,07

C 101,39 91,64 111,15 91,25 111,53

D 106,54 99,76 113,31 95,88 117,19

E 101,99 95,19 108,78 91,79 112,19

Os resultados de poténcia foram combinados a fim de obter uma estimativa de
poténcia com intervalo de confianga reduzido. Os calculos foram realizados segundo
a Hewitt (2007), sendo a poténcia combinada para o delineamento 3x3 igual a
105,33% com intervalo de confianca a 95% de 104,03 a 106,62%. Para o
delineamento 5x1, a poténcia combinada foi igual a 104,53% com intervalo de
confianga a 95% de 101,90 a 107,16% (APENDICE O).
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v Comparacéo entre os delineamentos: retas paralelas 3x3 e 5x1

Os delineamentos retas paralelas 3x3 e o 5x1 foram propostos para o método
turbidimétrico. O teste de F foi utilizado para comparar a precisdo entre os
delineamentos. Empregou-se o teste de Ryan-Joiner para verificar se a variavel
(resultados de poténcia da matéria-prima obtidos com os dois delineamentos) segue

a distribuicdo normal, condic&o exigida para a utilizagdo do teste F.

Como nao foram significativos os desvios da distribuicdo normal, o teste de F foi
utilizado e demonstrou existir diferenga significativa entre as variancias dos dois
delineamentos. Desta forma, a precisdo dos delineamentos foi diferente, sendo o
mais preciso o delineamento retas paralelas 3x3, uma vez que apresentou menor

variancia.

6.10 Comparacdo entre os métodos desenvolvidos: difusdo em placas

e turbidimétrico

O teste de F também foi utilizado para comparar os dois métodos de doseamento
para gramicidina. A comparacgao foi realizada por delineamento, empregando os

resultados de poténcia para matéria-prima.

N&o houve diferenca significativa entre as varidncias dos métodos quando o
delineamento 5x1 foi empregado e nem quando se utilizou o 3x3. Assim, n&o existe

diferenca entre a precisdo dos dois métodos.

6.11 Estudo da interferéncia de peptonas na atividade de gramicidina

contra E. hirae

Foi relatado por varios estudos que a presenca de peptonas no meio de cultura pode
inibir de forma amena a atividade da gramicidina (DUBOS e HOTCHKISS, 1941;
HOTCHKISS, 1944; LECLERCQ, 1968; REEDY e WOLFSON, 1949). Como
discutido anteriormente, com um meio contendo menor quantidade de peptona foi
possivel verificar a agdo antimicrobiana da gramicidina contra E. hirae, além de se
observar a gradacao da resposta em fungdo da concentragdo. Tais observagdes néao

foram possiveis quando se empregou o caldo para antibiéticos n°3 preconizado nos
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compéndios oficiais (FARMACOPEIA..., 1988; THE UNITED..., 2008; BRITISH...,
2007).

A fim de verificar se a presenca de peptona interferia na atividade da gramicidina, foi
preparado um caldo de mesma composigdo do meio para antibidtico n°3, contudo
sem a peptona de carne. Testou-se o caldo com solugdes de gramicidina na faixa de
0,01 a 2,56 ug/ml e inéculo a 0,75% de E. hirae e observou-se a gradagéo da
resposta (porcentagem de inibicdo do crescimento) em fungdo da concentragcédo de
gramicidina (Figura 47), isto &, o antibiético apresentava atividade antimicrobiana na

auséncia de peptona e tal atividade era proporcional a concentracao.
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Figura 47. Concentracdo de gramicidina versus porcentagem de inibigdo do crescimento de
E. hirae, empregando indéculo a 0,75%, caldo para antibiético n°3 sem peptona de carne e
solugdes de gramicidina 0,01 a 2,56 ug/ml em alcool etilico a 95%. y = (0,69 £+ 1,33) + (83,30
+4,26) x + (-20,26 + 1,68) x°.

O modelo polinomial quadratico foi empregado para representar a relagao entre a
porcentagem de inibicdo do crescimento e a concentragdo de gramicidina. Por meio
da analise de regressdo néo linear verificou-se que a regresséo foi significativa e
que tanto o componente linear quanto o quadratico contribuem para o modelo.
Também foi feita a analise de residuos, pela qual foram verificadas a
homoscedascidade, normalidade e independéncia dos residuos. Em vista disso, o

modelo quadratico foi adequado para a série de dados analisada.

Considerando os resultados obtidos, a presenca de peptona no meio de cultura

interferiu na atividade da gramicidina. No entanto, existem varios tipos de peptonas,
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cuja composicao varia com a fonte de proteina utilizada (leite, soja e outros) e com o
processo de hidrélise (enzimatico ou acido). Desta forma, com objetivo de verificar
se o tipo de peptona também influencia na atividade do antibiético prepararam-se
trés meios de cultura, cuja composicédo foi a mesma do meio para antibidtico n°3,
com excecgao da peptona de carne que foi substituida pela triptona, lactalbumina ou
casamino. Os caldos preparados foram submetidos as mesmas condi¢cées do ensaio

anterior.

Foi verificado para os trés caldos que a gramicidina apresentava agao

antimicrobiana contra o E. hirae e que a agao era dependente da concentragao.

A analise de regressdo nao linear também foi aplicada e verificou-se que a
regressado entre a porcentagem de inibicdo e a concentragdo foi significativa. O
modelo polinomial quadratico também foi adequado para as trés séries de dados
(Figura 48).
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Figura 48. Concentragdo de gramicidina versus porcentagem de inibicdo do crescimento de
E. hirae, empregando indculo a 0,75%, solugdes de gramicidina 0,01 a 2,56 ug/ml em alcool
etilico a 95% e diferentes meios de cultura: caldo para antibiético n°3 sem peptona
y = (0,69 £ 1,33) + (83,30 = 4,26) x + (-20,26 + 1,68) x? : caldo com lactalbumina
y = (5,05 + 1,73) + (89,71 + 5,55) x + (-24,13 + 2,20) x*; com triptona y = (6,55 + 1,83) +
(109,1 + 5,85) x + (-29,91 + 2,32) x* e com casamino y = (5,67 + 1,78) + (101,6 £ 5,71) x +
(-24,95 + 2,26) x°.

Compararam-se as quatro curvas obtidas com os diferentes meios e verificou-se que

foi significativa a diferenca entre elas. Desta forma, calcularam-se os valores da
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concentracgao inibitéria a 50% (IC50) para todos os meios, a fim de determinar em
qual composig¢ao de caldo a gramicidina apresentou maior atividade (Tabela 40). O
caldo contendo triptona apresentou o menor valor de IC50, sendo, portanto, o meio
em que a gramicidina apresentou maior atividade ja que uma menor concentragéo

de antimicrobiano foi necessaria para inibir 50% do crescimento.

Tabela 40. Concentragao de gramicidina inibitéria a 50% (IC50) determinada para E. hirae,

empregando diferentes meios de cultura.

Meios de Antibiético n°3 , . .
Lactalbumina Triptona Casamino
cultura sem peptona
IC50 (ng/ml) 0,717 0,597 0,455 0,653

Em vista do discutido, as peptonas interferem na atividade da gramicidina, contudo,

tal interferéncia depende do tipo de peptona presente no meio de cultura.
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7 CONCLUSOES
7.1 Método por difusdo em agar

K. rhizophila ATCC 9341 (Micrococcus luteus) foi selecionado como microrganismo

teste.

Um inéculo a 0,1% (v/v), preparado a partir de uma suspenséo de 1,0 £ 0,1 unidade

de absorvancia, foi selecionado para utilizagdo no doseamento.

Alcool, acetona e tampao fosfato pH 7,0 contendo polissorbato 80 a 1% foram contra

indicados para a solubilizagcédo das solugdes de trabalho de gramicidina

Polissorbato 80 na concentragédo de 1% adicionado a agua foi definido como diluente

da gramicidina nesse método.

Agar nutriente foi o0 meio que permitiu a verificagdo do efeito gradual da resposta

com a variagao da concentracio.

A utilizagdo de dupla camada de meio de cultura e periodo de 1 hora de pré-difuséo

foram condig¢des selecionadas para o doseamento.

Os delineamentos, 5x1 e 3x3, produziram resultados precisos, exatos e com

veracidade adequada.

Uma relagcédo linear adequada foi obtida (didmetro do halo de inibigdo versus

logaritmo da concentragdo) na faixa de 5,00 a 25,3 ug/ml.

O pH e a composicdo do meio de cultura interferem nos resultados devendo ser

controlados.

Os resultados foram precisos, exatos e com veracidade adequada; sendo o método
seletivo com limites de detecgdo e quantificagao inferior e superior iguais a 2,00;

5,00 e 25,3 pg/ml, respectivamente.
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7.2 Método turbidimétrico

E. hirae ATCC 10541 foi selecionado como microrganismo teste para o método

turbidimétrico,

O meio de cultura preconizado pelos compéndios oficiais, para o doseamento de

gramicidina (meio antibiético n°3) interfere na atividade do antibiético.

Com o meio para antibiéticos n°3, modificado (sem peptona de carne), foi observada

atividade da gramicidina, que variou com sua concentragao.

Com a substituicdo da peptona de carne por outras peptonas (triptona, casamino e

lactalbumina) também se observou atividade gradual da gramicidina.

O caldo GCLT, meio desenvolvido no laboratério, foi capaz de promover o
crescimento do microrganismo teste e nao interferiu na atividade da gramicidina,

sendo utilizado para o doseamento.

Um in6culo de concentracdo de 0,75% preparado a partir uma suspensdao em

salina de absorvancia 1,0 + 0,1 foi adequado para realizagao do ensaio.

O tempo de incubagdo de 4 horas = 15 minutos foi adequado e definido para a

realizagcdo do doseamento.

Os resultados obtidos pelos delineamentos, 3x3 e 5x1, foram precisos, exatos e com

veracidade adequada.

Uma curva analitica com adequada relagao linear entre a porcentagem de inibicao

do crescimento e a concentracao foi obtida na faixa de 0,08 a 0,88 pg/ml.

Fatores como tempo de incubacgéo, idade do microrganismo e pH do meio de cultura

interferem nos resultados, devendo ser controlados.

O método se mostrou seletivo, exato, preciso, com veracidade adequada e com
limites de deteccédo, quantificagao inferior e superior iguais a 0,06; 0,08 e 0,88 ug/ml,

respectivamente.
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APENDICE A — Método de difusdo em &gar - obtencéo da curva analitica

Amostra: gramicidina padrao (curva do dia 1a)
Concentracgfes: 5,00; 7,50; 11,3 (R); 16,9 e 25,3 pg/ml

v' Dados experimentais

= Didmetro dos halos de inibicdo (mm)
acas
5,00 R 7,50 R 16,9 R 25,3 R
10,50 11,70 11,14 11,88 12,39 11,73 13,04 11,94
1 10,43 11,77 11,21 11,73 12,40 11,62 13,08 11,70
10,53 11,79 11,26 11,87 12,40 11,60 13,04 11,68
10,68 11,73 11,23 11,74 12,32 11,87 12,89 11,65
2 10,57 11,62 11,26 11,85 12,17 11,64 13,06 11,66
10,58 12,25 11,16 11,61 12,31 11,81 13,04 11,64
10,87 11,64 11,26 11,62 12,21 11,62 13,08 11,75
3 10,65 11,65 11,17 11,92 12,31 11,77 13,04 11,65
10,66 11,67 11,35 11,92 12,40 11,86 13,10 11,79
Placas Média do didmetro dos halos de inibicdo (mm)
5,00 R 7,50 R 16,9 R 25,3 R
1 10,49 11,75 11,20 11,83 12,40 11,65 13,05 11,77
2 10,61 11,87 11,22 11,73 12,27 11,77 13,00 11,65
3 10,73 11,65 11,26 11,82 12,31 11,75 13,07 11,73
v' Corregdo das médias dos halos
R =11,75 mm
Placas Médias corrigidas do didametro dos halos de inibicdo e correcdo (mm)
5,00 correcao 7,50 correcao 16,9 correcao 25,3 correcao
1 10,49 0,00 11,12 -0,08 12,50 0,10 13,03 -0,02
2 10,49 -0,12 11,24 0,02 12,25 -0,02 13,10 0,10
3 10,83 0,10 11,19 -0,07 12,31 0,00 13,09 0,02

v' Andlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados

134

124

114

10

dos halos de inibigdo (mm)

y = (8,15 % 0,13) + (3,47 % 0,12)x

média corrigida do diametro

o ¢

L) LJ LJ LJ L}
0.0 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50
logaritmo da concentrac&o de gramicidina (ug/ml)
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v' Tratamento de outlier

n=13 n=12
4
o
3 3
g 7 £7 :
3 1 T 1- ¢
B ° L4 [ ] F) [ )
T 0 T T £ °© 0 o T o T 14
e] le ° 12 13 S °
2 -1 ° ° 3 1 11 12 13
\G ° ~5 o
© -2 o -2
-3 -3 :
-4 - -4
valor ajustado valor ajustado

- Identificagao de um outlier:
y= 10,83 mm; x = 0,699 ug/ml

v Teste de normalidade (Ryan-Joiner)
- Hipoteses

Ho: os residuos seguem a distribuicdo normal.
H,: os residuos seguem outra distribuicdo de probabilidade.

99

951
901

804
704
601
504

Porcentagem

02 01 0.0 01 0.2
residuos

- Concluséo: nao ha evidéncias para se rejeitar a hipotese nula, logo os residuos seguem
a distribuicdo normal (p>0,10).

v Homoscedascidade (teste de Levene modificado por Brown e Forsythe)
- Hipoteses

Ho: as variancias dos residuos nio sao diferentes.
H: as variancias dos residuos sao diferentes.



Apéndices 210
Estatistica Grupo 1 | Grupo 2
n 6 6 031
Mediana -0,0191 0,0225 ®
Média da 021
d|ferenga§ entre 0,0340 0.0785 oLl
cada residuo e h ) 0
a mediana °
Soma de 3 00 o
quadrados dos 0,0116 0,0185 =
desvios 01{ @ )
Variancia )
combinada 0,0030 0,24
Estatistica t de
Lovene | 140 e P A P
toors 2,2281 ’ ’ ’valor aj ustad’O ’ ’
p p>0,05

- Concluséo: ndo ha evidéncias para se rejeitar a hipétese nula, logo as variancias dos
residuos nao sao diferentes (p>0,05).

v Independéncia dos residuos (Teste de Durbin-Watson)

- Hipoteses
Ho: ndo ha autocorrelacéo entre os residuos.
H,: ha autocorrelagao entre os residuos.

€i1
02
'S T L 2
T Estatistica de Durbin-
— == e _ ¢ Watson = 1,83 (p>0,10)
02 T 0,2

o+

o i

-0,2 )

- Concluséo: ndo ha evidéncias para se rejeitar a hipétese nula, logo os residuos sao
independentes (p>0,10).

v' Analise de regressao linear simples
" Estatistica da regressao

r=0,997 r* = 0,994 r* (ajustado)= 0,993 Sy.x = 0,080
" Estimativa dos parametros, significancia e intervalo de confianca
Coeficiente valor EP t p 1C95% inferior  1C95% superior
linear 8,00 0,10 80,26 0,000 7,77 8,22
angular 3,59 0,09 40,02 0,000 3,39 3,79
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. Analise de varidncia
Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F p Significancia
regressao 1 10,262 10,262 1602,00 0,000 p<0,001
residuo 10 0,064 0,006
falta de ajuste 3 0,020 0,007 1,05 0,429 p>0,05
€rro puro 7 0,044 0,006
Total 11 10,326

v Gréfico de logaritmo da concentragdo versus média corrigida dos halos de

inibi¢ao

13,5+
13,0
12,5+
12,0+
11,5+

11,04

Média corrigida do halos de inibicdo (mm)

10,5+

y = (8,00 £ 0,10) + (3,59 + 0,09) x

0,7 0,8 0,9

1,0 1,1 1,2 1,3 1,4

logaritmo da concentragdo de gramicidina (ug/ml)
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APENDICE B — Método de difusdo em agar - Analise de covariancia:
comparacdo entre as cinco curvas analiticas da linearidade

Amostra: gramicidina padrao
Concentracgfes: 5,00; 7,50; 11,3 (R); 16,9 e 25,3 pg/ml

v' Dados experimentais

. Médias corrigidas do diametro dos halos de inibicdo (mm)
Curvas analiticas 5,00 pg/ml 7,50 yg/ml 11,3 pg/ml 16,9 ug/ml 25,3 ug/ml
10,48 11,13 12,50 13,03
1A 10,49 11,23 11,75 12,24 13,10
W 11,19 12,31 13,09
10,62 11,34 12,15 12,87
1B 10,32 11,20 11,66 12,36 12,98
10,37 11,00 12,74 w
10,39 10,80 12,3 13,03
2 10,42 10,89 11,51 12,64 13,19
10,79 ) 12,26 13,26
10,26 11,12 12,25 12,80
3 10,32 10,91 11,44 12,36 12,85
10,61 10,77 12,29 13,00
10,50 10,94 12,01 13,00
4 10,67 11,12 11,67 12,51 12,99
11,01 11,11 12,6 13,06

(') Identificagdo de um outlier por calculos estatisticos. Este dado nao foi reposto.
 Ocorreu a perda de uma placa devida vazamento das solugdes contidas nos cilindros, impedindo a
formacgao dos halos. Este dado nao foi reposto.

v Homoscedascidade (teste de Bartlett)

- Hipoteses
Ho: as varidncias das respostas das cinco curvas analiticas ndo sao diferentes.
H,: as varidncias das respostas das cinco curvas analiticas sao diferentes.

1A4{ | . I
w 1B1 | ° I
(]
Q
- . , Estatistica de Bartlett = 0,34
0 p = 0,987
g
5
© 3 I ° I

4 I ® I
05 1.0 15 2.0 25

intervalo de confiangca a 95%para os desvios padréo

- Conclusao: nao ha evidéncias para se rejeitar a hipétese nula, logo as variancias das
respostas das curvas ndo sao diferentes (p>0,05).
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v' Anadlise de covariancia
- Hip6teses para o intercepto
Ho: os interceptos das cinco curvas nao sao diferentes.
H4: os interceptos das cinco curvas sao diferentes.
- Hipo6teses para a inclinagéo
Ho: as inclinagcdes das cinco curvas nao sao diferentes.
H,: as inclinagcbes das cinco curvas sao diferentes.
Andlise de covariancia
Reducéo . .
devido Desvios a pa~rt|r
A regressao daregresséao
FV g XIxX* Ixy Xy’ b gl SQ gl SQ QM F p
Dentro 52 1,553 0,030
reta 1A 11 0,796 2,860 10,344 3,5936 1 10,278 10 0,066 0,007
reta 1B 11 0,796 2,829 10,386 3,5516 1 10,047 10 0,339 0,034
reta 2 11 0,897 3,430 13,567 3,8248 1 13,119 10 0,448 0,045
reta 3 12 0,930 3,349 12,271 3,5997 1 12,057 11 0,214 0,019
reta 4 12 0,930 3,115 10,915 3,3479 1 10,429 11 0,485 0,044
Retacomum 57 4,350 15,584 57,483 3,5823 1 55,826 56 1,658 0,030
Diferenca entre as inclinac@es 4 0,105 0,026 0,88 0,48
Entre 4 0,023 0,095 0,626
Total 61 4,373 15,679 58,109 1 56,214 60 1,894
Diferenca entre os interceptos 4 0,237 0,059 2,00 0,11

- Conclusdes: nao ha evidéncias para se rejeitar as hipéteses nulas, logo as inclinagdes e
os interceptos das cinco curvas nao sao diferentes (p>0,05). Portanto, as curvas analiticas

nio sao diferentes.
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APENDICE C — Método de difusdo em agar - Determinac&o de poténcia (100%):
preciséo e exatidao

Delineamento: retas paralelas 3x3

Amostra: gramicidina padrao

Concentracoes da série padrdo: 5,00; 10,0 e 20,0 pg/mi
Concentracées da série teste: 5,00; 10,0 e 20,0 pyg/ml (nivel: 100%)

v' Dados experimentais

Padréao Amostra
Placas

5,00 10,0 20,0 5,00 10,0 20,0
1 10,34 11,23 12,15 10,23 11,24 12,15
2 10,34 11,16 12,25 10,34 11,15 12,15
3 10,18 11,15 12,49 10,51 11,19 12,49
4 10,29 11,30 12,24 10,39 11,36 12,13
5 10,45 11,15 12,27 10,26 11,15 12,27
6 10,41 11,57 12,21 10,45 11,68 12,46
7 10,16 11,37 12,40 10,26 11,43 12,47
8 10,34 11,27 12,48 10,16 11,43 12,34

v' Anadlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados

E 13+ g 14+
“3 1o "3 13+
5 5 121
=] £
é 11+ e 114
o O 109
S 10- £
o _ S o
-g ol y=(3,31 £0,10) + (7,98 £ 0,10) x ; ol y= (3,29 + 0,13) + (8,03 £0,13)x
© © 51‘_'
IS R
E OL‘ I T T T 1 < 0 v T T T 1
S 0 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 © 0 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

logaritmo da concentrag&o de gramicidina ( pg/ml) logaritmo da concentragéo de gramicidina ( pg/ml)

Padréo Amostra

v' Tratamento de outlier

] n=8
Padréao Amostra
5
35
.54 ° 3
o 2.01 _g °
T 1.5 N [ ] 8 24
5 1.01 ° ° o9 14 H ° )
o 0.51 ° [] ° ° °
T 00 : T T T T -g 0 P T T o T
S -05{ 105 110 115 120 3125 130 314 G105 110 §115 120 125 130
P . B -2-
3 -1.59 I
= -2.01 -3
-2.5- ]
35 :
= valor ajustado valor ajustado

Auséncia de outlier. Auséncia de outlier.
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v' Analise de residuos
] Padrao

99 0,31
[ J
951 0,21
907 °
£ 807 01{ ®
o 701 o [ ]
T 601 = [ ]
2 0] = 00T @ 4
@ 401 3 [ ‘
5 ¥ - ° °
o 209 -0,14 :
10- [ °
5 -0,21
14+ . . T T T T -03 T T T T T
-03 -02 -01 0,0 01 02 03 105 11,0 115 12,0 125
residuos valor ajustado
€i1
*
¢ +
L 4
¢ + .
*
L 2 L 2 *
2 L 4
* * ¢
4 *
*
¢ o ¢ ¢
. Amostra
29 0,41
[ ]
951 0,31
907 021 o s
E 807 °
2 704 o 011 [
2 [
S 601 = P hd (]
S 509 5 00
401 ] [ J
o
= 307 = -014 8 o
S 20 4
Q ° °
104 -0,21
54 03]
14 . . . . . . . . -0,4 . . . . .
04 -03 02 01 0,0 01 02 03 04 105 11,0 115 12,0 125
residuo valor ajustado
€i1
*
T, @
* PY .
* ¢ 41 .
¢ M —
r T T To— T T T el
s L 4
A
L 4
e o * L 2

- Os residuos da série padrao e da amostra apresentaram: normalidade, independéncia e

homoscedascidade.
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v' Calculo da poténcia

R=2 | = 0,301 E = 0,995 b = 3,3056
F =0,020 log M = 0,00605 M = 1,0140 [ Poténcia = 101,40% |

v' Analise de varidncia
Coeficientes fatoriais

Fonte P, P, P, A, A, As e T, Ti’l(ne;)
Preparacao -1 -1 -1 1 1 1 6 0,48600 0,00562
Regresséo -1 0 1 -1 0 1 4 31,83600 36,19753
Paralelismo 1 0 -1 -1 0 1 4 -0,11600  0,00048
Curvatura quadratica 1 -2 1 1 -2 1 12 0,40400 0,00194
Curvatura quadrdtica 4 5 4 4 5 4 12 -0,80400 0,00770
oposta

ANOVA
Fonte GL SQ QM F p Fan
Preparagéo 1 0,00562 0,005624 0,34 0,562 4,12
Regresséo 1 36,19753  36,19753  2208,39  3,24x10%° 4,12
Paralelismo 1 0,00048 0,000481 0,03 0,865 4,12
Curvatura quadratica 1 0,00194 0,001943 0,12 0,733 4,12
Curvatura quadratica oposta 1 0,00770 0,007695 0,47 0,498 4,12
Tratamento 5 31,68662  6,337323
Blocos 7 0,25914 0,037019 2,26 0,052 2,285
Residuo 35 0,57368 0,016391
Total 47  32,51943

- Por meio da ANOVA foram comprovados o0s requisitos necessarios para que o
doseamento seja valido: regressao significativa; paralelismo entre as retas e auséncia de
curvatura quadratica na mesma direcdo e em diregdo oposta.

13+
124
B padrao

114 A amostra

104

9k

o 4

v L) L) L) L}
0 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50
logaritmo da concentracdo de gramicidina (ug/ml)

diametro dos halos de inibicao (mm)

v Limite de confianca a 95%
Su = 2,89981 g =0,00213 too75 = 2,03 s®m =0,00013  sq =0,01118

Limite de confianca = 0,0061 + 0,02270
Limite de confianca inferior = 96,24% Limite de confianca superior = 106,84%
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—e— Limite de confianga a
95% permitido
¢ ¢ —s— Limite de confianga a
‘ 95% calculado
80 100 120

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagdo maxima permitida (+
10%), portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE D — Método de difusdo em agar - Determinac&o de poténcia (11,3
pHg/ml): precisao e exatidéao

Delineamento: 5x1
Amostra: gramicidina padrao
Concentragées da série padrao: 5,00; 7,50; 11,3 (R); 16,9 e 25,3 ug/ml
Concentracao do teste: 11,3 ug/ml (nivel médio)
v' Dados experimentais

. Curva analitica
Placas Médias corrigidas do diametro dos halos de inibicdo (mm)
5,00 pg/ml 7,50 ug/ml 11,3 ug/ml 16,9 ug/ml 25,3 ug/ml
1 10,48 11,13 12,50 13,03
2 10,49 11,23 11,75 12,24 13,10
3 10,49 11,19 12,31 13,09
= Amostra
Placas Média do diametro dos halos de inibicdo (mm)
Amostra (11,3 pg/ml) 11,3 pg/ml (R)
1 11,65 11,71
11,70 11,63
3 11,77 11,74

A curva analitica empregada neste doseamento é a mesma do experimento do Anexo
A.6.
v' Calculo da poténcia

R=15 |=0,176
log M =0,0040 M = 1,0093
v' Analise de variadncia

E =0,6336 b =3,5979 F=0,0144
Concentracdo = 11,40 ug/ml | Poténcia = 100,93% |

Coeficientes fatoriais

Fonte P P> P P4 Ps e T T3¢,
Regresséo -2 -1 0 1 2 10 19,0067 12,0418
Curvatura quadratica 2 -1 -2 -1 2 14 0,2667 0,0017
Curvatura cubica -1 2 0 -2 1 10 0,7617 0,0193
Curvatura quartica 1 -4 6 -4 1 70 -0,1817  0,0002
ANOVA

Fonte GL SQ QM F p Ftab
Preparagao 1 0,0095 0,0095 1,8856 0,1997 4,96
Regresséao 1 12,0418 12,0418 2,38x10° 0,0000 4,96
Curvatura quadratica 1 0,0017 0,0017 0,3346 0,5758 4,96
Curvatura cubica 1 0,0193 0,0193 3,8217 0,0791 4,96
Curvatura quartica 1 0,0002 0,0002 0,0311 0,8636 4,96
Tratamento 5 12,0725 2,4145
Residuo 10 0,0506 0,0051
Total 15 12,1231

- Por meio da ANOVA foram comprovados o0s requisitos necessarios para que o
doseamento seja valido: regressao significativa; e auséncia de curvatura quadratica, cubica
€ quartica.
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v Limite de confianga a 95%

Sw=0,93034  g=0,00209 toors =2,23  s%w =0,00016 s =0,01276

Limite de confianga = 0,0040 + 0,02844

Limite de confianga inferior = 4,77 pg/ml

Limite de confianga superior = 5,49 ug/ml
Limite de confianca inferior = 94,53%

Limite de confianca superior = 107,76%

—e— Limite de confianca a
95% permitido

L 4

L 2

—a— Limite de confianca a
‘ 95% calculado

80 100 120

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagdo maxima permitida (+
10%), portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE E — Método de difusdo em agar - Doseamento de gramicidina
matéria-prima (3X3)

Delineamento: retas paralelas 3X3
Amostra: gramicidina matéria-prima

Concentracées da série padrao: 5,00; 10,0 e 20,0 pg/ml
Concentracao do teste: 5,00; 10,0 € 20,0 ug/ml
v' Dados experimentais

Padrao Amostra
Placas

5,00 10,0 20,0 5,00 10,0 20,0
1 10,85 11,78 12,56 10,85 11,95 12,56
2 10,77 11,41 12,44 10,77 11,48 12,67
3 10,57 11,65 12,46 10,57 11,46 12,64
4 10,45 11,48 12,40 10,59 11,47 12,51
5 10,60 11,20 12,20 10,59 11,20 12,45
6 10,52 11,38 12,26 10,59 11,50 12,24
7 10,57 11,20 12,32 10,59 11,35 12,22
8 10,55 11,32 12,35 11,36 11,34 12,65

v' Andlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados

[
w
]

[
N
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[N
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[y
o
A

©
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r

0

diametro do halo de inibigdo (mm)

I T T
0 0.50 0.75 1.00

logaritmo da concentragéo de gramicidina ( ng/ml)

Padrao

T
1.25

v' Tratamento de outlier

. n=8
Padréo

4

3
g 2] .
Il °
3 14 ° . !
[}
© 0 T ] T > T  §
o s s
§_1_ 10 o 11 3 12 H
[%]
S -2- .

4

valor ajustado

Auséncia de outlier.

1
1.50

y= (293 +0,13) + (8,54 +0,13) x

residuo deletado
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9
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0

1,

_

y= (2,91 0,19) + (8,65 +0,20)x

0.50

T T T 1
0.75 1.00 1.25 1.50

logaritmo da concentracdo de gramicidina ( ug/ml)

Amostra
Amostra

5
44 °
3
21 °
14 []
0 : |

) ° ) . ) )
14 10 11 o 12 o 13
-2 °
-3
-4
N~

valor ajustado

Presenca de um outlier: x = 0,699 pg/ml
ey=11,63 mm.
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] n=7
Padréo Amostra
[
5 1 . e 3 1 . .
g 4 : 2 4 :
) ® ) ) ) L] ) ) ) L]
S 10 © 11 8 12 e 13 S 0 "1 ¥ o 13
o -1 L (] o -1 . s
(] (]
o -24 ° O -24 °
-3 -3
-4 _ -4 -
valor ajustado valor ajustado
Auséncia de outlier. Auséncia de outlier.
Anadlise de residuos
. Padrao
99
0,31 [
951 [ ]
901 * 0.2 °
° °
e &
704 0,14
g 6o E] !
£ 501 S ol e -
g 40 2 %78 ® °
'g 301 bt ° °
201 -0,1 o [
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. Amostra

99
0,50
[
951 L4
901
£ o () 0251 o ’
8 701 o °
S 60 n =} :
c 501 T -
g 0] o 0,00 r . L 4
= 307 e
O 204
a ° °
101 -0,25
5 [ ]
1 f T T T T T T T T T 0,50 1 T T T T
-04 -03 -02 -01 0,0 01 0,2 0,3 04 05 10,5 11,0 11,5 12,0 12,5
residuo valor ajsutado

- Os residuos da série padrao e da amostra apresentaram: normalidade, independéncia e
homoscedascidade.
v' Calculo da poténcia

R=2 | = 0,301 E =0,895 b =2,9734
F = 0,056 log M = 0,01883 M = 1,0443 [ Poténcia = 104,43% |

v' Analise de varidncia

Coeficientes fatoriais

Fonte P, P, P, A, A, A, e T, T:°/(ne))
Preparacao -1 -1 -1 1 1 1 6 1,1800 0,0332
Regresséao -1 0 1 -1 0 1 4 25,0500 22,4108
Paralelismo 1 0 -1 -1 0 1 4 0,4300 0,0066
Curvatura quadratica 1 -2 1 1 -2 1 12 1,7900 0,0381
Curvatura quadratica 4 5 4 4 2 1 42 02500  0,0007
oposta

ANOVA
Fonte GL SQ QM F p Frap
Preparagao 1 0,0332 0,0332 2,46 0,128 4,20
Regresséo 1 22,4108 22,4108 1,66x10° 0,000 4,20
Paralelismo 1 0,0066 0,0066 0,49 0,490 4,20
Curvatura quadratica 1 0,0381 0,0381 2,82 0,104 4,20
Curvatura quadratica oposta 1 0,0007 0,0007 0,06 0,816 4,20
Tratamento 5 22,4894 4,4979
Blocos 7 0,7020 0,1003 7,43 0,000 2,359
Residuo 28 0,3781 0,0135

Total 41 23,56956
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- Por meio da ANOVA foram comprovados os requisitos necessarios para que o
doseamento seja valido: regressao significativa; paralelismo entre as retas e auséncia de
curvatura quadratica na mesma direcao e em direcdo oposta.

14+

134

124

114

104

9

diametro dos halos de inibicdo (mm)

0

B padrdo
A amostra

T,

0.50

J J
0.75 1.00
logaritmo da concentrag&o de gramicidina (ug/ml)

v' Limite de confianca a 95%

S =2,53733

g = 0,00253

Limite de confianca = 0,0188 + 0,02472
Limite de confianga inferior = 98,65%

too7s = 2,05

J v
1.25 1.50

s®wm =0,00015 s =0,01207

Limite de confianca superior = 110,55%

L 4

L 2

80

100

120

—e— Limite de confianga a
95% permitido

—a— Limite de confianga a
95% calculado

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagdo maxima permitida (+
10%), portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE F — Método de difusdo em agar - Doseamento de gramicidina
matéria-prima (5X1)

Delineamento: 5x1
Amostra: gramicidina matéria-prima
Concentracoes da série padrao: 5,00; 7,50; 11,3 (R); 16,9 e 25,3 ug/ml
Concentracgao do teste: 11,3 ug/ml
v' Dados experimentais

. Curva analitica
Placas Médias corrigidas do diametro dos halos de inibicdo (mm)
5,00 pg/ml 7,50 yg/ml 11,3 pg/ml 16,9 pg/ml 25,3 ug/ml
1 10,48 11,13 12,50 13,03
2 10,49 11,23 11,75 12,24 13,10
3 10,49 11,19 12,31 13,09
= Amostra
Placas Média do didmetro dos halos de inibicdo (mm)
Amostra (11,3 pg/ml) 11,3 yg/ml (R)
1 11,81 11,66
11,66 11,72
3 11,84 11,70

A curva analitica empregada neste doseamento € a mesma do experimento do Anexo
A.6.

v' Calculo da poténcia
R=1,5 |=0,176
log M =0,0213 M = 1,0503

E =0,6336 b =3,5979 F =0,0767
Concentragdo = 11,87 ug/ml | Poténcia = 105,03% |

v' Analise de varidncia

Coeficientes fatoriais

Fonte P, P, P P, PS € T; Ti2/36i
Regresséao -2 -1 0 1 2 10 19,0067 12,0418
Curvatura quadratica 2 -1 -2 -1 2 14 0,2667  0,0017
Curvatura cubica -1 2 0 -2 1 10 0,7617 0,0193
Curvatura quartica 1 -4 6 -4 1 70 -0,1817  0,0002
ANOVA

Fonte GL SQ QM F p Ftab
Preparagao 1 6,05x10° 6,05x10° 0,0010 0,975 4,96
Regressao 1 12,0418 12,0418 1,99x10° 0,000 4,96
Curvatura quadratica 1 0,0017 0,0017 0,2796 0,609 4,96
Curvatura cubica 1 0,0193 0,0193 3,1934 0,104 4,96
Curvatura quartica 1 0,0002 0,0002 0,0260 0,875 4,96
Tratamento 5 12,0630 2,4126
Residuo 10 0,0606 0,0061
Total 15 12,1235

- Por meio da ANOVA foram comprovados os requisitos necessarios para que o
doseamento seja valido: regressao significativa; e auséncia de curvatura quadratica, cubica
e quartica.
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v Limite de confianga a 95%
S« =0,93034 g =0,0025 too7s = 2,23 s®w = 0,0002 s = 0,0140

Limite de confiangca = 0,0213 + 0,0311

Limite de confianga inferior = 11,05 ug/ml Limite de confianga superior = 12,75 pg/mi
Limite de confianca inferior = 97,76% Limite de confianca superior = 112,83%

—eo— Limite de confianga a
95% permitido

—a— Limite de confianga a
95% calculado

80 100 120

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagdo maxima permitida (+
10%), portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE G — Método de difusdo em agar - Combinacéo de resultados de
ensaios repetidos

Delineamento: retas paralelas 3x3

Réplicas | Poténcia (%) log M GL g S“ W W(log M)
1 106,99 0,02934 35 0,00298 0,00018 | 5706,198 167,438
2 106,50 0,02735 28 0,00495 0,00029 | 3494,737 95,580
3 105,68 0,02399 35 0,00506 0,00030 | 3361,774 80,658
4 104,43 0,01883 28 0,00253 0,00015 | 6864,887 129,233
5 103,83 0,01632 28 0,00353 0,00020 | 4920,335 80,314
log M = 0,02272 M =1,0537 Poténcia = 105,37%
s?iw=4,11x10° S = 0,0064 tog7s = 1,98

Limite de confianca = 0,02272 + 0,0127
Limite de confianga inferior = 102,34%

Delineamento: retas paralelas 5x1

Limite de confianca superior = 108,49%

Réplicas | Poténcia (%) log M GL g s% W W(og M)
1 105,89 0,02485 10 0,00359 0,00028 | 3564,675 88,5998
2 105,03 0,02131 10 0,00250 0,00020 | 5124,396 | 109,2181
3 105,29 0,02239 10 0,00205 0,00016 | 6235,944 | 139,6049
4 106,53 0,02747 10 0,00193 0,00015 | 6628,571 182,0996
5 103,10 0,01326 10 0,00261 0,00020 | 4908,317 65,0777
log M = 0,02209 M =1,0522 Poténcia = 105,22%
s’ = 3,78x107 S @ = 0,0062 togrs = 2,01

Limite de confianca = 0,02209 + 0,0124
Limite de confiancga inferior = 102,27%

Limite de confianga superior = 108,25%
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APENDICE H — Método turbidimétrico - Anéalise de regress&o no linear:
regressdo polinomial quadrética

Selecédo do diluente
Amostra: gramicidina Diluente: alcool etilico a 95%
Concentragfes: 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,64; 1,28; 2,56 pg/ml
v' Dados experimentais
Absorvancia
Tubos 1 501 | 002 | 004 | 008 | 016 | 032 | 064 | 1,28 | 256 |  Branco
inoculado
1 0,533 | 0,507 | 0,511 | 0,493 | 0,430 | 0,378 | 0,202 | 0,068 | 0,014 0,535
2 0,530 | 0,497 | 0,510 | 0,487 | 0,443 | 0,372 | 0,243 | 0,065 | 0,010 0,520
3 0,527 | 0,511 ] 0,512 ] 0,500 | 0,448 | 0,345 | 0,255 | 0,075 | 0,028 0,536
Tubos Porcentagem de inibigao do crescimento do microrganismo
0,01 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32 0,64 1,28 2,56
1 -0,50 4,40 3,65 7,04 18,92 28,72 61,91 87,18 97,36
2 0,06 6,29 3,83 8,17 16,47 29,86 54,18 87,74 98,11
3 0,63 3,65 3,46 5,72 15,52 34,95 51,92 85,86 94,72

v Anadlise de regressao nao linear pelo método dos minimos quadrados

110+
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90+
80+
70+
60+
50+
40+

% inibicdo do crescimento

Regressao polinomial quadratica

y = (0,72 0,69) + (99,72 + 2,21)x + (-24,34+ 0,87)x?

T T T
0.5 1.0 15

T
2.0

v
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Tratamento de outlier
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n = 27 (2 outliers substiruidos)

Ll
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valor ajustado

Tubos Porcentagem de inibi¢ao do crescimento do microrganismo
0,01 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32 0,64 1,28 2,56
1 -0,50 4,40 3,65 7,04 18,92 28,72 53,05 87,18 97,36
2 0,06 6,29 3,83 8,17 16,47 29,86 54,18 87,74 98,11
3 0,63 3,65 3,46 5,72 15,52 29,29 51,92 85,86 94,72

- Foram identificados dois outliers que foram substituidos pela média das demais réplicas de
mesma concentragao.

v' Teste de normalidade (Ryan-Joiner)
- Hipoteses
Ho: os residuos seguem a distribuicdo normal.
H,: os residuos seguem outra distribuicdo de probabilidade.

99

95+

904

80
704
60
504
40
304

Porcentagem

204

residuos

- Conclusao: ndo ha evidéncias para se rejeitar a hipotese nula, logo os residuos seguem
a distribuicdo normal (p>0,10).

v Homoscedascidade (teste de Levene modificado por Brown e Forsythe)
- Hipoteses

Hy: as variancias dos residuos nao sao diferentes.
H: as variancias dos residuos sao diferentes.
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Estatistica Grupo 1 | Grupo 2
n 15 12 T o
Mediana -0,5849 0,1181 °
Média da 1
diferencas
entre cada 1,4036 | 0,8218 ]
residuo e a I
mediana 3 ¢ ° ¢ °
Soma de 8 —o—o e
quadrados dos | 24,5962 | 3,8527 . e
desvios -1 0' ° °
Variancia o .
combinada 1,1380 1 ® o
Estatistica t de 1.4081 N ¢
Levene T T T T T T
t0,975 2,0595 ° % :;)IOI‘ a ustr:u;i?)0 % 10
p p>0,05

- Conclusado: nao ha evidéncias para se rejeitar a hipétese nula, logo as variancias dos
residuos nao sao diferentes (p>0,05).

v Independéncia dos residuos (Teste de Durbin-Watson)

- Hip6teses
Ho: ndo ha autocorrelacéo entre os residuos.
H,: ha autocorrelagao entre os residuos.

Estatistica de Durbin-
ei Watson = 1,70 (p>0,10)

- Concluséo: ndo ha evidéncias para se rejeitar a hipétese nula, logo os residuos séo
independentes (p>0,10).

v' Andlise de regressao linear simples
" Estatistica da regressao

r=0,93 | r’ = 0,998 | r*(ajustado)= 0,998 | Sy.x = 1,577
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. Estimativa dos parametros, significdncia e intervalo de confianga
Coeficiente valor EP 1C95% inferior 1C95% superior
a 0,558 0,435 -0,341 1,456
b 97,36 1,40 94,48 100,2
c -23,36 0,55 -24,50 -22,22
Fonte de variacao G.L. S.Q. F p Significancia
componente linear 1 28697,6 158,95 0,000 p<0,001
Componente quadratica 1 4454 1 1791,58 0,000 p<0,001
" Andlise de varidncia
Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F p Significancia
regressao 2 33151,7 16575,85 6108,44 0,000 p<0,001
residuo 22 59,7 2,7136
Total 26 3559,5

v Grafico de concentragao versus porcentagem de inibigcao do crescimento

100+

80

60

404

%inibic&o do crescimento

20

y = (0,558 + 0,435) + (97,36 + 1,40) x + (-23,36 + 0,55)x

0,0

0,5

T
1,0

T
1,5

T
2,0
concentrac&o de gramicidina (pg/ml)
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APENDICE | — Método turbidimétrico - obtencdo da curva analitica
Amostra: gramicidina padrao (curva do dia 2)
Concentracgbes: 0,08; 0,28; 0,48; 0,68; 0,88 pug/ml
v' Dados experimentais
Absorvéancia
Tubos 0,08 0,28 0,48 0,68 0,88 _Branco
inoculado
1 0,836 0,740 0,654 0,572 0,472 0,850
2 0,828 0,769 0,698 0,572 0,394 0,850
3 0,844 0,779 0,682 0,582 0,464 0,861
Porcentagem de inibi¢cdo do crescimento do microrganismo
Tubos
0,08 0,28 0,48 0,68 0,88
1 2,07 13,32 23,39 32,99 4471
2 3,01 9,92 18,24 32,99 53,85
3 1,13 8,75 20,11 31,82 45,65

v' Anadlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados

55+
504
45+
404
354
304
25+
204
154
104

% inibicdo do crescimento

concentracdo de gramicidina (ug/ml)

v' Tratamento de outlier

] n=15

5.0

y = (56,97 + 2,92) + (- 4,55 + 1,63)x

2.54

residuo deletado
o
o

I
16 20 ¢ 30 40

-5.0

valor ajustado

- Identificagdo de um outlier: y= 53,85 uA; x = 0,88 ug/ml
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n

= 15 (substituicdo do outlier pela média das demais réplicas da
concentragao 0,88 ug/ml)

Porcentagem de inibi¢cao do crescimento do microrganismo

Tub
unos 0,08 0,28 0,48 0,68 0,88
1 2,07 13,32 23,39 32,99 44,71
2 3,01 9,92 18,24 32,99 45,18
3 1,13 8,75 20,11 31,82 45,65
50+
o ™
g 30+ S 251
) ] 8
© 2 > ¢ .
g 20 § 0.0 ; . r T :
:_§ 10- g 10: 20, 30 ° 40
£ y=(5408+179)+(-374£099) § .| .
> 0 = :
0.0 0?1 0?2 073 0?4 0?5 0?6 077 0?8 0?9 1?0
-5.0

concentragdo de gramicidina (ug/ml)

v' Teste de normalidade (Ryan-Joiner)

- Hip6teses

Ho: os residuos seguem a distribuicdo normal.
H,: os residuos seguem outra distribuicdo de probabilidade.

99

valor ajustado

951

90

80
701
60
50
40
301

Porcentagem

20

101

0 1
Residuos

- Conclusao: ndo ha evidéncias para se rejeitar a hipotese nula, logo os residuos seguem
a distribuicdo normal (p>0,10).

v Homoscedascidade (teste de Levene modificado por Brown e Forsythe)

- Hipoteses

Ho: as variancias dos residuos nao sao diferentes.
H4: as variancias dos residuos sio diferentes.
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Estatistica Grupo 1 | Grupo 2
n 9 6 50
Mediana 0,5427 0,4078
Média da
diferencas 254 o
entre cada 1,9829 0,8822 ° °
residuo e a ¢ ° :
mediana E! o o .
Soma de 8
quadrados dos | 13,4993 1,3640 ® °
desvios °
s " -2,54
Var|a_nC|a 11433 o
combinada R
Estatistica t de 1,9532 o
Levene 07 ' ' ' ' '
0 10 20 30 40 50
t0,975 2,1604 valor g ustado
p p>0,05

- Conclusado: nao ha evidéncias para se rejeitar a hipétese nula, logo as variancias dos
residuos nao sao diferentes (p>0,05).

v Independéncia dos residuos (Teste de Durbin-Watson)

- Hipoteses
Ho: ndo ha autocorrelacéo entre os residuos.
H,: ha autocorrelagao entre os residuos.

€i1
4
L 2
L 2
. o ¢ Estatistica de Durbin-
r T T ’VI’ T AI . T 1 ei WatSOH = 1,48 (p>0,10)
T, . 4
L
® -4

- Conclusdo: nao ha evidéncias para se rejeitar a hipotese nula, logo os residuos sao
independentes (p>0,10).

v' Andlise de regressao linear simples
" Estatistica da regressao

r=0,993 | r’ = 0,986 | r?(ajustado)= 0,985 | Sy.x = 1,964

" Estimativa dos parametros, significancia e intervalo de confianca

0,

Coeficiente valor EP t P 1C95% inferior IC954J
superior

linear -3,74 1,00 -3,74 0,002 -5,90 -1,58

angular 54,08 1,79 30,16 0,000 50,21 57,95
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. Analise de variancia
Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F p Significancia
regressao 1 3509,4 3509,4 835,57 0,000 p<0,001
residuo 12 50,2 4,2
falta de ajuste 3 22,2 7,4 2,39 0,136 p>0,05
€rro puro 9 28,0 3,1
Total 14 3559,5

v Gréfico de logaritmo da concentragdo versus média corrigida dos halos de

inibicao

50

40

30

20+

10+

%de inibicdo de crescimento

y = (- 3,74  1,00) + (54,08 + 1,79) x

T
0,3

0.4
concentracdo de gramicidina (ug/ml)

T
0,6

0,7

0,9
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APENDICE J — Método turbidimétrico - Anélise de covariancia: comparacao
entre as cinco curvas analiticas da linearidade

Amostra: gramicidina padrao
Concentracgbes: 0,08; 0,28; 0,48; 0,68 e 0,88 ug/ml
v' Dados experimentais

. Porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano
Curvas analiticas 0,08 pg/ml 0,28 pyg/ml 0,48 pg/ml 0,68 pg/ml 0,88 pg/ml
1,89 11,04 20,54 37,80 45,79
1A 0,97 10,23 24,36 36,41 49,38
2,24 10,23 24,83 36,64 45,44
2,17 12,00 20,53 31,90 44,45
1B 2,88 9,99 18,87 31,43 47,53
3,00 8,45 23,25 41,97 45,99
2,07 13,32 23,39 32,99 44,71
2 3,01 9,92 18,24 32,99 45,65
1,13 8,75 20,11 31,82 O
2,35 10,09 24,53 36,74 49,30
3 1,64 9,86 20,66 35,21 48,12
1,76 7,63 23,00 32,86 44,60

O 1dentificacdo de um outlier por calculos estatisticos. Este dado n&o foi reposto.

v Homoscedascidade (teste de Bartlett)
- Hipoteses
Ho: as varidncias das respostas das cinco curvas analiticas nao sao diferentes.
H,: as varidncias das respostas das cinco curvas analiticas sao diferentes.

| |
1A A I et 1

1B - | o '

curvas analiticas

Estatistica de Bartlett = 0,26
p = 0,967

10 15 20 25 30
intervalo de confiang¢a a 95% para os desvios padrédo

- Conclusado: nao ha evidéncias para se rejeitar a hipotese nula, logo as variancias das
respostas das curvas nao sao diferentes (p>0,05).
v Anadlise de covaridncia

- Hipoteses para o intercepto
Ho: os interceptos das quatro curvas nao sao diferentes.
H,: os interceptos das quatro curvas sao diferentes.

- Hipoteses para a inclinagéo
Ho: as inclinagdes das quatro curvas nao sao diferentes.
H,: as inclinagdes das quatro curvas sao diferentes.
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Analise de covariancia

Reducéo Desvi .
. esvios a partir
devido daregresséo
aregressao
FV g Ix*  Ixy y? b gh SQ gl SQ QM F p
Dentro 51 284,25 5,573

reta 1A 14 1,200 70,074 4135,2 58,395
reta 1B 14 1,200 66,940 3864,4 55,783
reta 2 13 1,029 55,0563 2994,6 53,524
reta 3 14 1,200 69,954 4140,8 58,295

4.091,9 13 43,251 3,327
3.734,1 13 130,23 10,02
2.946,7 12 47,940 3,995
4.077,9 13 62,830 4,833

[ R N U G

Retacomum 55 4,629 262,02 15135 56,610 14.833 54 302,09 5,594

Diferenca entre as inclinagdes 3 17,845 5,948 1,07 0,37
Entre 3 0,009 0,844 88,056
Total 58 4,637 262,9 15223,1 1 14900,6 57 322,48

Diferencga entre os interceptos 3 20,388 6,796 1,21 0,31

- Conclusdes: nao ha evidéncias para se rejeitar as hipoteses nulas, logo as inclinagoes e
os interceptos das quatro curvas nao sao diferentes (p>0,05). Portanto, as curvas analiticas
nao sao diferentes.
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APENDICE K — Método Turbidimétrico - Determinac&o de poténcia (100%):
preciséo e exatidao

Delineamento: retas paralelas 3x3

Amostra: gramicidina padrao

Concentragdes da série padréo: 0,28; 0,48 e 0,68 ug/mi
Concentragdes da série teste: 0,28; 0,48 e 0,68 pg/ml (nivel: 100%)

v' Dados experimentais

Porcentagem de inibi¢do do crescimento
Tubos Padrao Amostra
0,28 0,48 0,68 0,28 0,48 0,68
1 15,57 35,58 56,29 14,19 34,66 53,41
2 16,14 33,86 56,29 16,03 39,49 56,52
3 13,84 38,46 52,72 16,26 41,10 51,34
v' Anadlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados
60+ 60=
8, 3o
18 E 501 18 % 50+
53 3
£ 5 401 25 401
2 g
S S 30- 8 30
5% £ g
8) [} Qo
g E 207 g E 209
£ £5
83 104 y=(-12,48 £1,90) + (99,79 + 3,74)x§ 8 10 y = (-10,03 + 3,21) + (95,66 + 6,33)x
G © S ©
= Ot T T T T T 2 Op—rq } T T T T T 1
0.00 0.2 03 04 05 06 0.7 0.8 0.00 0.2 0.3 04 05 06 0.7 0.8
concentracao de gramicidina (ng/mil) concentracéo de gramicidina (ug/ml)
Padréo Amostra
Tratamento de outlier
. n =9 (padrao e amostra)
Padréo Amostra
3.5 3.5
2.54 ° 2.549 °
% 1.59 % 1.54 .
5 057 . . 3 0.5 .
© T S —= T © T OB T T T
S -0.51 10 20 30 40 50 6 S -0.51 10 20 30 ° 40 50 o §
k=] ° © S °
@ -1.54 @ -1.54 o
-2.5 ) -2.54
-3.5 -3.5

valor ajustado

Auséncia de outlier.

valor ajustado
Auséncia de outlier.
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v' Analise de residuos
] Padrao

Normalidade Homogeneidade de variancias
9 3 °
95 i
£ o] ’
804
o 1
o 10 S ° ®
601 °
£ 501 S 0 [ ) [ ]
o 401 o
O 301 —-
bt ]
S 201 -1
o
101 ] () [ J
5 -2
)
14— r r r r T T T T T -3, T T T T T
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 10 20 30 40 50 60
residuos valor ajustado
€1
+4 *
— T *
— —
-
r T T — T - T —— T 1 ej
& *
" Amostra
Normalidade Homogeneidade de variancia
99
501 L4
95 °
904
g 804 " 25
o 701 o [
S 60 =
c 501 B o0
8 404 7] .
S 301 o °
o 504 [ ]
[=8
101 251 ®
51 )
14+ T -5,0 r r . . .
-8 8 20 30 40 50 60
residuo valor ajustado
€i1
*
g
*
— — — — — — —
r T T T o . T T T T T 1 ej
*
*
*

- Os residuos da série padrao e da amostra apresentaram: normalidade, independéncia e
homoscedascidade.
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v' Calculo da poténcia

1=0,20 E =19,55 b = 97,72814 F = 0,47
D = 0,004839 Xa = 0,48 M =1,0101 [ Poténcia = 101,01% |

v' Analise de varidncia

Coeficientes fatoriais

Fonte P, P, P, A, A, As e T, Ti%l(ne;)
Preparagao -1 -1 -1 1 1 1 6 4,2561 1,0064
Regresséao -1 0 1 -1 0 1 4 234,5475 4584,3793
Paralelismo 1 0 -1 -1 0 1 4 -4,9463 2,0388
Curvatura quadratica 1 -2 1 1 -2 1 1 -27,7224 21,3481
Curvaturaquadratica 4 5 4 1 5 4 12 17,8298  8,8306
oposta

ANOVA
Fonte GL SQ QM F p Fab
Preparacao 1 1,0064 1,006 0,1987 0,664 4,75
Regressao 1 4584,3793 4584,379 905,1207 0,000 4,75
Paralelismo 1 2,0388 2,039 0,4025 0,538 4,75
Curvatura quadratica 1 21,3481 21,348 4,2149 0,063 4,75
Curvatura quadratica oposta 1 8,8306 8,831 1,7435 0,211 4,75
Tratamento 5 4617,6031 923,5206
Residuo 12 60,7792 5,0649
Total 17 4678,3824

- Por meio da ANOVA foram comprovados os requisitos necessarios para que O
doseamento seja valido: regressao significativa; paralelismo entre as retas e auséncia de
curvatura quadratica na mesma direcdo e em direcdo oposta.

60+

50+ B Padrao

A  Amostra
40+

304
20+

104

% inibicdo de crescimento

Ot | T T T T T 1
0.0 02 03 04 05 06 07 0.8

concentracgéo de gramicidina (pg/ml)

v' Limite de confianca a 95%
sxx = 0,4800 g= 0,0052 t0,975 = 2,18 SZ(D) = 0,0001 Sp) = 0,0109

Limite de confianga = 0,0048 + 0,0237

Limite de confianca inferior = 96,08% Limite de confianca superior = 105,94%
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e —e—Limite de confianga a
95% permitido

—a— Limite de confianga a
95% calculado

L 4
L 2

80 100 120

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagdo maxima permitida (x
10%), portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE L — Método Turbidimétrico - Determinac&o de poténcia (0,48 pug/ml):

preciséo e exatidao

Delineamento: 5x1

Amostra: gramicidina padrao

Concentragdes da série padréo: 0,08; 0,28; 0,48; 0,68 e 0,88 ug/mil
Concentracbes do teste: 0,48 pg/ml (nivel médio)

v' Dados experimentais

Curva analitica e amostra

T Porcentagem de inibi¢ao do crescimento do microrganismo
ubos
0,08 0,28 0,48 0,68 0,88 Teste
1 1,28 16,34 40,14 50,53 70,95 33,96
2 1,87 16,34 31,62 48,31 70,95 32,09
3 0,70 16,34 32,09 50,53 67,09 38,97

v' Analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados

~
[6)]
[]

n
o
[l

N
ul
[

y = (-6,51 £ 1,25) + (85,11 2,24)x

porcentagem de inibicao
do crescimento microbiano

0+ T T T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

concentracéo de gramicidina (ug/ml)

v' Tratamento de outlier

. n=15

residuo deletado
o
-eo00®

valor ajustado
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v' Analise de residuos

Normalidade

Homogeneidade de variancias

99 °
5,01
951 ®
904
E wof ® 25 °
o
o 701 S $
8 601 e ®
£ 501 ‘% 00
© 40 o [ [ ]
© 307 % s [
o 201 ]
2.5
S :
10 L4
57 ®
-5,01
-50 -25 0,0 25 50 0 10 20 30 40 50 60 70
residuo valor ajustado
€i1
*

ei

- Os residuos da série padrao e da amostra apresentaram: normalidade, independéncia e

homoscedascidade.

v' Calculo da poténcia

a=-6,51 b =85,10 Concentracéo = 0,4879 pg/ml
M =1,01638 Poténcia = 101,64% |
v' Andlise de varidncia
Coeficientes fatoriais
Fonte P, P P P, Ps € T; Ti2/3ei
Regressao -2 -1 0 1 2 10 510,6184 8691,0396
Curvatura quadratica 2 -1 -2 -1 2 14 19,6033 9,1497
Curvatura cubica -1 2 0 -2 1 10 4,4341 0,6554
Curvatura quartica -4 6 -4 1 70 42,4737 8,5906
ANOVA

Fonte GL SQ QM F p Ftab
Preparagao 1 1,1189 1,1189 0,1578 0,6981 4,75
Regressao 1 8691,0396 8691,0396 1226,0832 0,0000 4,75
Curvatura quadratica 1 9,1497 9,1497 1,2908 0,2781 4,75
Curvatura cubica 1 0,6554 0,6554 0,0925 0,7663 4,75
Curvatura quartica 1 8,5906 8,5906 1,2119 0,2925 4,75
Tratamento 5 8710,5541 1742,1108
Residuo 12 85,0615 7,0885
Total 17 8795,6156
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- Por meio da ANOVA foram comprovados os requisitos necessarios para que o
doseamento seja valido: regressao significativa; e auséncia de curvatura quadratica, cubica
e quartica.

v Limite de confianca a 95%
y =34,34 S« = 1,200 g = 0,00387
t0,975 = 2!18 Sz(Concentragéo) = 010004 S(concentrag:éo) = 0101 98

Limite de confianca = 0,4479 + 0,0431

Limite de confianga inferior = 0,44 ug/ml Limite de confianga superior = 0,53 ug/ml
Limite de confianca inferior = 92,66% Limite de confianca superior = 110,62%
c a

—e— Limite de confianga a
95% permitido

—a— Limite de confianca a
95% calculado

L 3
L 4

80 100 120

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagdo maxima permitida (+
10%), portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE M — Método Turbidimétrico - Doseamento de gramicidina matéria-

Delineamento: retas paralelas 3X3
Amostra: gramicidina matéria-prima

prima (3x3)

Concentracoes da série padrdo: 0,28; 0,48 e 0,88 ug/mi
Concentracao da amostra: 0,28; 0,48 e 0,68 pug/ml

v' Dados experimentais

Placas Padrao Amostra
0,28 0,48 0,68 0,28 0,48 0,68
1 6,69 22,14 33,72 8,24 21,11 31,15
2 6,95 17,76 37,70 11,07 20,08 38,61
3 7,21 20,33 32,18 11,58 22,14 38,10

v' Andlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados

BN N W W
o U o g o O
A A A A A I

crescimento microbiano
(62
L
|

porcentagem de inibicdo do

0
0.00

y = (-12,58 + 2,03) + (68,96 + 4,00)x

454
404
354
304
25+
204
154
104

5

porcentagem de inibicédo
de crescimento microbiano

; L) L) L) L) L) L]
02 03 04 05 06 07 08
concentragdo de gramicidina (ug/ml)

Padrao

v' Tratamento de outlier

n=8

Padréo

residuo deletado
o

valor ajustado

Auséncia de outlier.

1

y = (-8,34 £2,81) + (64,14 £ 5,53)x

I T T T T T
02 03 04 05 06 07 038

0.00
concentracao de gramicidina (ug/ml)
Amostra
Amostra
35
2.54
(=]
B 1.5 .
< 0.5- :
© ) LI )
S -0.51 0 20 ° 30 4
L]
S
@ -1.54
-2.54 ¢

-3.5

valor ajustado
Auséncia de outlier.
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v' Analise de residuos
] Padrao

Normalidade Homogeneidade de variancias
99 50
50 °
N 2,51
€ }
80 °
5701 0
1 =3
€ g8' 2 0,0-—. »
o 401 143 [ ]
5 307
5 4
[}
o _ 4
10 25 °
5
1 T -5,0 T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35
residuo valor ajustado
€i1
L 4
e = L 4
]
r T T T = T T — T 1 el
L 4
" Amostra
Normalidade Homogeneidade de variancias
99 50
951
. o] o S
801
g o s |°
€ $: S o0
o 401 0 [
S 309 2 ° °
o 201
2 101 -2,51 [}
54
[ J
1T T T T T T -5,0 r r r r r T
-7,5 -5,0 -2,5 0,0 2,5 5,0 10 15 20 25 30 35
residuo valor ajustado
€i1
2
*
L 4
r — 1= J T T T L T 1 el
L 4 L 4
2
L 2

- Os residuos da série padrao e da amostra apresentaram: normalidade, independéncia e
homoscedascidade.
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v' Calculo da poténcia

E = 13,31 b = 66,5449 F=1,93
Xa = 0,51 M = 1,0605 [ Poténcia = 106,05% |

I =0,20
D =0,0290

v' Analise de varidncia

Coeficientes fatoriais

Fonte P, P, P, A, A, As e T, T:’l(ne;)
Preparagao -1 -1 -1 1 1 1 6 17,3837 16,7884
Regresséao -1 0 1 -1 0 1 4 159,7077 2125,5464
Paralelismo 1 0 -1 -1 0 1 4 -5,7824 2,7863
Curvatura quadratica 1 -2 1 1 -2 1 12 16,0784 7,1810
Curvaturaquadratica 4 5 4 1 5 4 12 81172  1,8303
oposta
ANOVA
Fonte GL SQ QM F p Ftab
Preparacao 1 16,7884 16,7884 2,9015 0,114 4,75
Regressao 1  2125,5464 2125,5464 367,3582 0,000 4,75
Paralelismo 1 2,7863 2,7863 0,4816 0,501 4,75
Curvatura quadratica 1 7,1810 7,1810 1,2411 0,287 4,75
Curvatura quadratica oposta 1 1,8303 1,8303 0,3163 0,584 4,75
5

Tratamento 2154,1323 430,8265
Residuo 12 69,4324 5,7860
Total 17 2223,5647

- Por meio da ANOVA foram comprovados os requisitos necessarios para que O
doseamento seja valido: regressao significativa; paralelismo entre as retas e auséncia de
curvatura quadratica na mesma direcdo e em direcdo oposta.

N
a1
[

w w
e

N
ul
[

N
o
[

[y
[
[

[E=Y

% inibicdo de crescimento
o
[

o
[

B Padrao

A Amostra

a1
[

a1
[

o
[

— | T T T T T 1
0.0 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

concentracéo de gramicidina (ug/ml)

v' Limite de confianca a 95%

S« =0,4800

g =0,01292 toors =218 s%p) = 0,00029

Limite de confianga = 0,0290 + 0,0373

Limite de confianga inferior = 98,28%

sy = 0,01711

Limite de confianga superior = 113,81%
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[ - —e— Limite de confianga a
95% permitido

—a— Limite de confianga a
95% calculado

L 2
L 2

80 100 120

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagdo maxima permitida (x
10%), portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE N — Método Turbidimétrico - Doseamento de gramicidina matéria-

Delineamento: retas paralelas 5X1
Amostra: gramicidina matéria-prima
Concentragdes da série padréo: 0,08; 0,28; 0,48; 0,68 e 0,88 ug/mil

prima (5x1)

Concentracbes da amostra: 0,48 ug/ml

v' Dados experimentais

Curva analitica e amostra

Tubos Porcentagem de inibi¢cao do crescimento do microrganismo
0,08 0,28 0,48 0,68 0,88 Teste
1 0,51 10,04 22,14 38,93 46,85 24,92
2 0,32 10,42 21,24 38,61 47,10 25,20
3 0,60 10,81 20,33 32,18 46,59 23,17

v' Anadlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados

porcentagem de inibicéo

do crescimento microbiano

a
o
]

40+

304

204

1 T T T T T T T T 1
0.1 0.2 0.3 04 0.5 06 0.7 0.8 09 1.0

concentracdo de gramicidina (ng/ml)

v' Tratamento de outlier

n=15

residuo deletado

y = (-5,42 + 1,05) + (59,45 + 1,88)x

1'(3 2'0 °

valor ajustado



Apéndices 249
v' Andlise de residuos
N lidad
0 ormaiidade Homogeneidade de variancias
50
” g
£ 801 27
o 70 ° 0
8 601 3
§ %01 2 oo ‘ $—
2 301 2 L4
S 201 °
101 251 ° °
5
1 B % % %

T T T T T
5,0 2,5 0,0 2,5 50
Residual

valor ajustado

ei

- Os residuos da série padrdo e da amostra apresentaram: normalidade, independéncia e

homoscedascidade.

v' Calculo da poténcia

a=-542 b = 59,45 Concentracéo = 0,50 pg/ml
M = 1,0461 [ Poténcia=10461% |
v' Andlise de variancia
v
Coeficientes fatoriais
Fonte P P, P P, Ps € T T%3e;
Regressao -2 -1 0 1 2 10 356,6542 4240,0741
Curvatura quadratica 2 -1 -2 -1 2 14 15,5466 5,7547
Curvatura cubica -1 2 0 -2 1 10 -17,7797 10,5373
Curvatura quartica 1 -4 6 -4 1 70 -39,7492  7,5238
ANOVA

Fonte GL SQ QM F p Ftab
Preparacao 1 4,3280 4,3280 1,5468 0,2374 4,75
Regressao 1 4240,0741 4240,0741 1515,3545 0,0000 4,75
Curvatura quadratica 1 5,7547 5,7547 2,0566 0,1771 4,75
Curvatura cubica 1 10,5373 10,5373 3,7659 0,0762 4,75
Curvatura quartica 1 7,5238 7,5238 2,6889 0,1270 4,75
Tratamento 5 4268,2180 853,6436
Residuo 12 33,5769 2,7981
Total 17 4301,7948
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- Por meio da ANOVA foram comprovados os requisitos necessarios para que o
doseamento seja valido: regressao significativa; e auséncia de curvatura quadratica, cubica

e quartica.

v Limite de confianca a 95%

y=23,11 S« = 1,200

t0,975 = 2!18 Sz(concentragéo) = 0,00031

Limite de confianca = 0,50 + 0,04

Limite de confianga inferior = 0,46 pg/ml
Limite de confianca inferior = 96,53%

g =0,00313
S(concentrag:éo) = 0,01 781

Limite de confianga superior = 0,54 ug/mi
Limite de confianca superior = 112,69%

L 2

L 4

80 100

120

—e— Limite de confianga a
95% permitido

—a— Limite de confianga a
95% calculado

- O limite de confianga a 95% calculado esta dentro da variagado maxima permitida (x 10%),
portanto o ensaio realizado apresentou precisdo adequada.
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APENDICE O — Método Turbidimétrico - Combinacdo de resultados de ensaios

repetidos

Delineamento: retas paralelas 3x3

Réplicas | Poténcia (%) D GL g s°m) W W(D)
1 104,25 0,02042 12 0,01418 0,00032 | 3127,241 3260,149
2 106,05 0,02903 12 0,01292 | 0,00029 | 3416,995 | 3623,622
3 105,29 0,02540 11 0,01341 | 0,00030 | 3365,677 | 3543,721
4 105,07 0,02432 12 0,00570 | 0,00013 | 7759,944 | 8153,373
5 105,82 0,02796 12 0,00713 | 0,00016 | 6199,340 | 6560,142

D=0,0256 Xa=0,51 M = 1,0533

s%@) = 4,19x107 S 5, = 0,00647 too7s = 2,00

Limite de confianca = 0,0256 + 0,0130

Limite de confiancga inferior = 102,63% Limite de confianca superior = 108,03%

Delineamento: 5x1

Réplicas | Poténcia (%) | Conc. GL g Szm W W (conc.)
1 106,71 0,51221 12 0,00213 | 0,00073 | 1374,043 | 703,796
2 104,61 0,50213 12 0,00313 | 0,00104 | 962,524 | 483,310
3 101,39 0,48667 12 0,00457 | 0,00145 | 688,880 | 335,259
4 106,54 0,51139 12 0,00220 | 0,00075 | 1335,139 | 682,780
5 101,99 0,48955 12 0,00222 | 0,00071 | 1409,729 | 690,136

Concentracdo =0,5018  M=1,0453 Poténcia = 104,53%

52 (conc) = 1,73X10™ S cons) = 0,01316 to.e7s = 2,00

Limite de confianga = 0,5018 £ 0,0263

Limite de confianga inferior = 0,4754 Limite de confianga superior = 0,5281

Limite de confianca inferior = 99,05% Limite de confianca superior = 110,05%
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ANEXO A — Formulas para célculo de poténcia de antibiéticos pelo método de

1 Delineamento 3x3

11

difusdo em agar

Célculo de poténcia

R = Xas _ X2 _Xp3 _ Xpo
Xp2  Xar Xpy  Xpg
I=logR
E = [(§A3 +§P3) _(yAl +§p1)]
4
E- [(yAl +§A2 +§A3) - (yps +§P2 +ym)]
b, =
|
F
logM = —
g b,
F
|\/|=10AC
P =Mx100
1.2 Intervalo de confianca a 95%
X X
g - s’t?
bESXX
Para g<0,1:

2 s?
S (logm) T b2

c

Np

1

_ 2
S togm) = VS (M)

IC =logM*ts

2
1 (ogM)
NA

S

XX

2 Delineamento 5x1

2.1

n=3
ZyPBi

i=1

3

Yp3 =

|

Correcdo da média do diametro dos halos de inibicao

(Equacéo 1)
(Equacéao 2)

(Equacao 3)

(Equacao 4)

(Equacao 5)

(Equacao 6)

(Equacéo 7)
(Equacao 8)

(Equacéo 9)

(Equacéo 10)

(Equacéo 11)

(Equacao 12)

(Equacéo 13)

(Equacéo 14)
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> Ve

=1

Yps =

m
n=3
_ ZyPi
Vo = |=13
FC =Yps —Vp3
ych = ij +Fc

2.2 Célculo de poténcia

R=Xps _Xpa _ Xps _ Xpo

Xps  Xpz  Xpy  Xpg

I=logR

2.V

_ =

_ (2§P5c +§P4c _;ch - Z;Plc)

logM=—

F
M=10""
P = Mx100

2.3 Intervalo de confianca a 95%

Six ZXP ( X)

(Equacéo 15)

(Equacao 16)

(Equacao 17)

(Equacéo 18)

(Equacéo 19)

(Equacéo 20)

(Equacéo 21)

(Equacao 22)

(Equacéo 23)

(Equacao 24)

(Equacao 25)

(Equacao 26)

(Equacao 27)

(Equacéo 28)
(Equacéo 29)

(Equacéo 30)
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s?t?

g= b?S, (Equacéo 31)
Para g<0,1:

s?( 1 1 (logM)? (Equacéo 32)
SﬁogM) :—2 —+_+&

b“{np N S
S (logm) = \/S(ZM) (Equacéo 33)
IC =logM*ts, (Equacao 34)

3 Combinacéo de resultados de ensaios repetidos

1

W=—= (Equacao 35)

S (logM)

— [W(logM)]
logM = Z— (Equacao 36)
> w
2 1

S o) = ZW (Equagéo 37)
S oghy = 4/ Sﬁogm (Equacao 38)
IC = IogMJ_r ts(logm) (Equacao 39)
Glossario:

b, - inclinagdo comum para retas das preparagdes padréo e amostra;

E - diferenga entre as respostas médias para concentragdes adjacentes;

F - diferenca entre a resposta média de todas as concentracdes da preparagao da amostra e
a resposta média de todas as concentracdes do padrao;

Fc - fator de correcao;

g - indice de significancia da inclinagdo comum;

| - logaritmo da relagéo entre doses adjacentes

IC - intervalo de confianga;
IogM- logaritmo da média ponderada das estimativas de poténcia individuais;

m - numero de placas empregadas no ensaio para a preparagao padrao;
m' - numero de placas empregadas no ensaio para determinada concentragao do padréao;
M- relagao de poténcia entre amostra e padrao;

Np;N,- numero de determinacdes para preparagdo padrdo e para amostra,

respectivamente;
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N, - numero de determinagbes meédias corrigidas para o padrao;

n, - numero de medias para preparagdo da amostra;
P - poténcia relativa em porcentagem;

s? - quadrado médio do residuo;

Stogm - Variancia do logaritmo de M;

S (logm) - desvio padrao do logaritmo de M;

2

(ogiy ~ Variancia do logaritmo de M;

S

S desvio padrao do logaritmo de M;

S,, - soma de quadrados dos desvios de x;
t - t de Student para P=0,95 e grau de liberdade do residuo;

X 5 - concentragdo da preparacdo amostra;
Xp - concentracdo da preparagéo padrao;
X a1 X a2; X a3 - CONCentragcéo baixa, média e alta da preparacdo amostra para delineamento

3x3;

Xp1: Xpoi Xpg - concentracdo baixa, média e alta da preparagdo padrdo para delineamento
3x3;

Xp1: Xp2: Xp3: Xpas Xpg- CONcCentragcdes da preparagdo padrédo, em ordem crescente, para
obtencédo da curva analitica no delineamento 5x1;

§A1;§A2;§A3- respostas médias obtidas para preparagdo amostra nas concentragdes baixa,
média e alta, respectivamente, para delineamento 3x3.;

§P1;§P2;§P3- respostas médias obtidas para preparagado padrao nas concentragdes baixa,
média e alta, respectivamente, para delineamento 3x3;

Y a; - didmetro do halo de inibigdo correspondente a preparagéo amostra;

;Al- meédia do didmetro dos halos de inibigdo correspondentes a preparagdo amostra
presente na placa |,

;A- média de todas as médias do didmetro dos halos de inibicdo correspondente a

preparagdo amostra;

Yp;- didmetro do halo de inibigdo correspondente a determinada concentragdo do padréo
(XP );
ypj - média do didmetro dos halos de inibicdo correspondentes a concentragdo X, presente

na placa j;
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§P0j- meédia corrigida do didmetro dos halos de inibicdo correspondente a concentragao
presente na placa j;

;P- meédia de todas as médias do didmetro dos halos de inibigdo correspondente a
determinada concentragéo Xp ;

Yp3a - didmetro do halo de inibigdo correspondente a concentragdo x,; da placa contendo a

amostra;

Ypsa - Média do didmetro dos halos de inibicdo correspondentes a concentragdo Xp,

presente na placa da amostra;

Y p3; - didmetro do halo de inibigdo correspondente a concentragdo Xp;;

ypgj- meédia do diametro dos halos de inibicdo correspondentes a concentragdo Xp,
presente na placa j;

;PS- média de todas as médias do didmetro dos halos de inibicdo correspondente a

concentragdo Xps;

W - peso.
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ANEXO B — Formulas para célculo de poténcia de antibiéticos pelo método
turbidimétrico

1 Equacéo da sigmoéide

(Top —Bottom)
(1+10(IogEC50—Iog x))

Y abs = BOttom +

(Equacéo 1)

2 Transformagao em porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano

~ Yabs x100
Bl

%

3 Delineamento 3x3

3.1 Caélculo de poténcia

I=Xpa3 =Xp2 =Xaz = Xa1 =Xp3 —Xpy =Xpp —Xpg

_ [(§A3 +§P3) - (yAl +yp1)]

E
4
E_ [(yps "'ypz +§Pl) - (yAl +§A2 +§A3)]
3
.t

D=Xa-xXp=atm
b,

M = Di-;P
Xp
P = Mx100

3.2 Intervalo de confianca a 95%

Sx :ZXP _%+ZXA _(ZNLAA)

g- s?t?
b(ZISXX
Para g<0,1:

, s*’(1 1 D?
ST 2l Tn T
bc NP NA Sxx

2

So) =VSo

[(Dits_(D))+§p]

Xp

IC=

(Equacao 2)

(Equacéo 14)

(Equacéo 15)

(Equacao 16)

(Equacéo 17)

(Equacéo 18)

(Equacéo 19)

(Equacéo 20)

(Equacéo 21)

(Equacao 22)

(Equacao 23)

(Equacéo 24)

(Equacéo 25)
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4 Delineamento 5x1
4.1 Calculo de poténcia
( x| ;
ZXP (Equacéo 40)
X
=> XpYp _M (Equacao 41)
Np
S,y
b= (Equacéo 42)
SXX
a=y, —bxp (Equacso 43)
X, = yAb_ a (Equacao 44)
X A ~
M (Equacao 45)
Xp
P = Mx100 (Equacéo 46)
4.2 Intervalo de confianca a 95%
st (Equaco 47)
=—— uagao
bZS,, A
Para g<0,1:
— — \72
(yA - yP )
. ~ i 1 +i b (Equacéo 48)
(concentracéo) b(Z: Np NA Sxx
S (concentragsio) = \ S(Zconcentrac;éo) (Equacéo 49)

IC=x, £

ts(concentragéo)

5 Combinacéo de resultados de ensaios repetidos

W=1

2
S(conc)

- > (wb)
AP _—ZW

2

1
SZ = —
(conc) ZW
(2
S (cone) ~ > (cono)

(Equacéo 50)

(Equacéo 51)

(Equacao 52)

(Equacéo 53)

(Equacéo 54)
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IC=Xap £t —— (Equagéo 55)

(conc)

Glossario

a - intercepto da curva analitica;
b - inclinacao da curva analitica

b, - inclinagdo comum para retas das preparagdes padréo e amostra;

BI- resposta média em absorvancia do branco inoculado;

Bottom - menor resposta da curva

D - diferenca entre as concentracées médias da preparagao padrdo e amostra;

D- média ponderada das diferencas entre as concentracbes médias da preparagao padrao
e amostra;

E - diferenca entre as respostas médias para concentragdes adjacentes;

EC50- concentracdo que permite o crescimento do microrganismo a 50% do nivel atingido
pelo tubo controle (branco inoculado) em um mesmo ensaio;

F - diferenca entre a resposta média de todas as concentragdes da preparacao do padréao e
a resposta média de todas as concentracbes da amostra.

g - indice de significancia da inclinagdo comum;

| - diferenca entre concentragbes adjacentes;

IC - intervalo de confianga;

M- relagao de poténcia entre amostra e padrao;

Np;N,- numero de determinacdes para preparagdo padrdo e para amostra,
respectivamente;

P - poténcia relativa em porcentagem,;

s? - quadrado médio do residuo;

27
(conc)

s - variancia da concentracdo média;

S - desvio padrao da concentracdo média;

(conc)
2 A ~ .
S{conc) - Variancia da concentragao;

S (conc) - dESVio padrao da concentragao;
5(25) - variancia de D;
S©)" desvio padrao de D;

Si, - variancia de D;
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Sy~ desvio padrao de D;
S,, - soma de quadrados dos desvios de x;

t - t de Student para p=0,95 e grau de liberdade do residuo;

Top - maior resposta da curva;
X - concentragao;

X 5 - concentracao da preparagdo amostra;
Xp - concentracdo da preparagéo padrao;
X a1 X a2; X a3 - CONCentragcéo baixa, média e alta da preparacdo amostra para delineamento

3x3;

Xp1; Xpy: Xpg - concentragcdo baixa, meédia e alta da preparagéo padréo para delineamento
3x3;

X ap - média ponderada das concentragdes da preparacdo amostra;

XA - concentracdo média da preparagdo amostra;

Xp - concentracdo média da preparagdo amostra;

;A - média das todas as respostas da preparagdo amostra;
yp- média de todas as respostas da preparacao padrao;

§A1;§A2;§A3- respostas médias obtidas para preparagdo amostra nas concentragdes baixa,
media e alta, respectivamente, para delineamento 3x3.
yplﬁpz;ypg- respostas médias obtidas para preparagado padrao nas concentragdes baixa,

média e alta, respectivamente, para delineamento 3x3.

Yo, - resposta em porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano;
Y abs - F€sposta em absorvancia;

W - peso.
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