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SANTANA, P.C. Desenvolvimento de meétodo colorimétrico para
determinacdo de sulfato de neomicina empregando os conceitos de
qualidade por design analitico (AQbD). 82p. (Qualificacdo de Mestrado) —
Departamento de Farmacia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

Para efetivamente tratar uma infeccdo, € necessario que o antibitico possua
atividade antimicrobiana adequada e seja capaz de inibir o crescimento do
microrganismo patogénico. O doseamento microbiolégico é uma metodologia
indicada para a andlise do antimicrobiano de forma simples, quando
comparado com outras metodologias. A Food and Drug Administration (FDA)
tem encorajado uma abordagem proativa para introduzir inovacoes e beneficios
associados ao processo de producédo farmacéutica. A Qualidade por Design
Analitico (AQbD) ajuda no desenvolvimento de métodos analiticos robustos e
de baixo custo, que sdo aplicaveis durante todo ciclo de vida do produto. Os
métodos microbiologicos tradicionais, de forma geral, apresentam baixa
reprodutibilidade e alta incerteza. Desta forma, justifica-se o desenvolvimento
de métodos microbiolégicos alternativos para a analise de antimicrobianos
empregando-se 0s conceitos de Qualidade por Design Analitico, com a
finalidade de melhorar a reprodutibilidade e reduzir a incerteza final. O objetivo
deste trabalho foi aplicar o conceito de Qualidade por Design Analitico (AQbD)
no desenvolvimento de método colorimétrico para andlise de sulfato de
neomicina. O sulfato de neomicina € um antimicrobiano aminoglicosideo
amplamente empregado no tratamento de infec¢des cutdneas ou mucosas, tais
como queimaduras, Ulceras, e dermatites infecciosas. Métodos cromatograficos
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, de pareamento
ibnico ou cromatografia ibnica com derivatizagcdo (pré ou pos-coluna) sao
utilizados para a analise de aminoglicosideos, inclusive sulfato de neomicina.
Contudo, de acordo com as farmacopeias, 0 método microbiolégico € o método
analitico de escolha para a andlise de sulfato de neomicina e outros
aminoglicosideos. A analise colorimétrica € um método amplamente utilizado
para a deteccdo e quantificagdo de diferentes substancias, incluindo o
crescimento microbiano em estudos de eficacia terapéutica. Neste trabalho,
propomos o uso de resazurina como marcador colorimétrico. O indicador sofre
uma reacdo de oxido-reducdo na qual altera a coloracdo em resposta a
reducdo quimica resultante do crescimento celular. O uso de microplacas para
a analise colorimétrica € uma alternativa ao método realizado em tubos de
ensaio. Uma alternativa ao uso de espectrofotbmetros para a analise
colorimétrica é o uso de aparelhos smartphones, pois sdo equipados com
CPUs rapidas, cameras de alta resolucdo e sensores de imagem. O
processamento da imagem captada pela camera do dispositivo é utilizado
como um analisador colorimétrico. Portanto, a aplicacdo dos conceitos de
Qualidade por Design Analitico (AQbD) possibilitou o desenvolvimento racional
de método microbioldgico colorimétrico para andlise de sulfato de neomicina.

PALAVRAS-CHAVE: Qualidade por Design Analitico (AQbD), Doseamento
Microbioldgico, Sulfato de Neomicina, Resazurina, Sistema RGB.






SANTANA, P.C. Development of a colorimetric method for determination
of neomycin sulphate using the concepts of quality by analytical design
(AQbD) 82p. (Qualificagdo de Mestrado) — Departamento de Farmécia,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&do Paulo,
2019.

To effectively treat an infection, the antibiotic must have adequate antimicrobial
activity and be capable of inhibiting the growth of the pathogenic
microorganism. The microbiological assay is an indicated methodology for the
analysis of the antimicrobial in a simple way, when compared with other
methodologies. The Food and Drug Administration (FDA) has encouraged a
proactive approach to introducing innovations and benefits associated with the
pharmaceutical production process. Analytical Design Quality (AQbD) assists in
the development of robust, low cost analytical methods that are applicable
throughout the product life cycle. Traditional microbiological methods, in
general, have low reproducibility and high uncertainty. Thus, it is justified the
development of alternative microbiological methods for the analysis of
antimicrobials using the concepts of Quality by Analytical Design, in order to
improve reproducibility and reduce final uncertainty. The objective of this work
was to apply the concept of Quality by Analytical Design (AQbD) in the
development of a colorimetric method for the analysis of neomycin sulfate.
Neomycin Sulfate is an aminoglycoside antimicrobial widely used in the
treatment of cutaneous or mucosal infections, such as burns, ulcers, and
infectious dermatitis. Chromatographic methods such as reverse phase high
performance liquid chromatography, ion-pairing or ion chromatography with
derivatization (pre or post-column) are used for the analysis of aminoglycosides,
including neomycin sulfate. However, according to pharmacopoeias, the
microbiological method is the analytical method of choice for the analysis of
neomycin sulphate and other aminoglycosides. Colorimetric analysis is a widely
used method for the detection and quantification of different substances,
including microbial growth in studies of therapeutic efficacy. In this work, we
propose the use of resazurin as a colorimetric marker. The indicator undergoes
an oxidation-reduction reaction in which it alters the coloration in response to
the chemical reduction resulting from cell growth. The use of microplates for
colorimetric analysis is an alternative to the method carried out in test tubes. An
alternative to the use of spectrophotometers for colorimetric analysis is the use
of smartphones because they are equipped with fast CPUs, high resolution
cameras and image sensors. The image processing captured by the device's
camera is used as a colorimetric analyzer. Therefore, the application of the
concepts of Quality by Analytical Design (AQbD) allowed the rational
development of a microbiological colorimetric method for analysis of neomycin
sulfate.

KEY WORDS: Analytical quality by design (AQbD), Microbiological Dosing,

Neomycin Sulfate, Resazurin, RGB System.
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1. INTRODUCAO

Agentes antimicrobianos s&o utilizados no tratamento de infecgbes
bacterianas desde os primérdios do século XX. Seu uso frequente e muitas
vezes irracional € uma importante questado, podendo ocasionar no surgimento
de cepas resistentes. O sucesso da terapia antimicrobiana esta diretamente
relacionado com o potencial do farmaco em questdo (LOURENCO et al., 2014).

Para efetivamente tratar uma infeccdo, é necessario que o antibiético
possua atividade antimicrobiana adequada e seja capaz de inibir o crescimento
do microrganismo patogénico (LOURENCO et al, 2016). O doseamento
microbiologico € uma metodologia indicada para a analise do antimicrobiano de
forma simples, quando comparado com outras metodologias (FIORENTINO et
al., 2013). Trata-se de um método utilizado para antimicrobianos,
particularmente para aqueles que ndo podem ser caracterizados apenas por
suas propriedades fisico-quimicas, sendo u(til para avaliacdo da acdo do
farmaco frente ao microrganismo-teste utilizado como reagente biol6gico
(PEDROSO et al., 2014).

A Food and Drug Administration (FDA) tem encorajado uma abordagem
proativa para introduzir inovagdes e beneficios associados ao processo de
producado farmacéutica. Esta abordagem proativa inclui o uso de Qualidade por
Design (QbD) e a Tecnologia Analitica de Processo (PAT), a qual € baseada no
conceito de que a qualidade do produto é construida e avaliada durante o
processo de producdo farmacéutica. PAT é um sistema que visa 0
planejamento, analise e controle do processo por meio de medi¢des rapidas

dos parametros criticos de qualidade e desempenho (LOURENCO et al., 2016).

17



O guia Q8(R2) do guia ICH descreve Qualidade por Design como “uma
abordagem sistemética para desenvolvimento farmacéutico que comega com
objetivos pré-definidos e enfatiza o produto, assim como o entendimento e
controle dos processos, baseado em dados cientificos sélidos e gestédo do risco
da qualidade”. O conceito de Qualidade por Design (QbD) na industria
farmacéutica foi introduzido para melhorar a robustez do processo de
fabricacdo, a fim de facilitar a qualidade do produto e a sua fabricacdo em
termos de "seis sigma”. “Seis sigma” é um termo designado para nomear um
sistema de praticas desenvolvidas para a melhoria sistematica dos processos,
gue eliminam os defeitos com significancia estatistica (PHARMACEUTICAL
DEVELOPMENT Q8 , 2009).

A qualidade no processo de fabricagdo de medicamentos ¢é
extremamente importante, uma vez que esta assegura que o medicamento
apresenta os atributos que garantem a eficacia e seguranca esperadas. Neste
contexto, os métodos analiticos sdo fundamentais para assegurar resultados
confiaveis que permitam a tomada de decisdo quanto a aprovacao/reprovacao
dos lotes de medicamentos produzidos. A metodologia analitica e o
desenvolvimento de um produto farmacéutico estao interligados durante todo o
ciclo de vida do medicamento (PARR et al., 2018)

Muitos pesquisadores relataram que assim como é feito para o
desenvolvimento farmacéutico, também existem oportunidades similares para
aplicacdo do QbD para o desenvolvimento analitico, chamado de Qualidade
por Design Analitico. A Qualidade por Design Analitico (AQbD) ajuda no

desenvolvimento de métodos analiticos robustos e de baixo custo, que séo

aplicaveis durante todo ciclo de vida do produto. A aplicacdo do conceito QbD
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ao método analitico é justificavel devido as muitas variaveis que afetam
significativamente o desempenho do método analitico. Essas variaveis podem
ser: configuragdes do instrumento, caracteristicas da amostra, parametros do
método e modelos de calibragdo (LOURENCO et al., 2014).

Em particular, o desempenho do doseamento microbiolégico de
antibioticos depende da espécie e quantidade de microrganismo-teste utilizado,
das condi¢cdes de incubacdo (tempo e temperatura), composicdo do meio de
cultura, concentracdo do antibiético, dentre outros fatores (LOURENCO et al.,
2014).

Dentre as diversas classes de antimicrobianos passiveis de serem
analisadas por métodos microbioldgicos, podemos destacar os B-lactamicos
(cefazolina, amoxicilina), os aminoglicosideos (gentamicina, neomicina), 0s
macrolideos (eritromicina, azitromicina), o0s glicopeptideos (vancomicina,
teicoplanina), as fluorquinolonas (norfloxacino, ciprofloxacino), dentre outros
(PRADO et al., 2003).

Os métodos microbiolégicos tradicionais, de forma geral, apresentam
baixa reprodutibilidade e alta incerteza. Desta forma, justifica-se o
desenvolvimento de métodos microbioldgicos alternativos para a andlise de
antimicrobianos empregando-se 0s conceitos de Qualidade por Design
Analitico, com a finalidade de melhorar a reprodutibilidade e reduzir a incerteza

final.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SULFATO DE NEOMICINA

O sulfato de neomicina €é um antimicrobiano aminoglicosideo
amplamente empregado no tratamento de infecgdes cutdneas ou mucosas, tais
como queimaduras, Ulceras, e dermatites infecciosas. E eficiente contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e micobactérias. O sulfato de
neomicina inibe a sintese de proteinas, por meio do erro na leitura do codigo
genético da bactéria (BRUNTON et al., 2012).

Sua composicdo é uma mistura de sulfatos de substancias produzidas
por Streptomyces fradiae, com caracteristicas fisicas como a alta solubilidade
em agua, coloragcdo amarelada e alta higroscopicidade (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Na forma de sulfato é muito estavel, e ndo é inativado por
produtos do metabolismo bacteriano ou por enzimas presentes no pus e
exsudatos (ANVISA, 2013). O principal componente da mistura € o
sulfato de 2-desoxi-4-O-(2,6-diamino-2,6-didesoxi-a-D-glicopiranosil)-5-O-[3-0O-
(2,6-diamino-2,6-didesoxi-pB-L-idopiranosil)-B-Dribofuranosil]-D-estreptamina

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Figura 1. Estrutura molecular do sulfato de neomicina (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 2010).
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Comercialmente, o sulfato de neomicina pode ser encontrado isolado ou
associado a outros principios ativos em preparacdes tdpicas, orais ou
otolégicas. Possui apresentacOes farmacéuticas na forma de medicamento
genérico, similar e referéncia (GUIA DE REMEDIOS BRP, 2016/17). Algumas
destas formulagdes sao:

e Nebacetin ® (sulfato de neomicina 5 mg/g + bacitracina 250 Ul/g): pomada
dermatolégica indicada para o tratamento de infec¢des bacterianas da pele,
otite externa, infeccdes da mucosa nasal, furdnculos, acne infectada,
Ulceras cutaneas, queimaduras infectadas, dentre outros (ANVISA, 2009).

e Oto-xilodase ® (cloridrato de lidocaina 50 mg/mL + sulfato de neomicina 5
mg/mL + hialuronidase 100 UTR/mL): solucdo otoldgica indicada para o
tratamento de otites (ANVISA, 2009).

e Bismu-jet ®: sulfato de neomicina 25 mg/mL + tartarato de bismuto e sédio
25 mg/mL + cloridrato de procaina 15 mg/mL): suspensao oral indicada
como auxiliar no tratamento das afeccdes bucais (ANVISA, 2014).

Estudos demonstraram que o sulfato de neomicina pode apresentar
efeitos toxicos como nefrotoxicidade e ototoxicidade (BRUNTON et al., 2012).
Os efeitos mais comumente relatados em casos de superdoses séo leséo renal
e surdez neural irreversivel, contudo nenhum efeito téxico € esperado quando
utilizada a dose recomendada (ANVISA, 2009; ADAMS et al., 1996).

Métodos cromatograficos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa, de pareamento i6nico ou cromatografia idnica com
derivatizacdo (pré ou pos-coluna) sdo utilizados para a analise de
aminoglicosideos, inclusive sulfato de neomicina (STEAD, 2000). Contudo, de

acordo com as farmacopeias, o0 método microbiolégico € o método analitico de
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escolha para a andlise de sulfato de neomicina e outros aminoglicosideos

(ADAMS et al., 1996; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

2.2. DOSEAMENTO MICROBIOLOGICO DE ANTIBIOTICOS

Métodos microbioldgicos sdo recomendados por compéndios oficiais
para determinacdo da poténcia destes agentes em preparacdes farmacéuticas,
sendo os mais utilizados o ensaio de difusdo em agar e o ensaio turbidimétrico
(LOURENCO et al, 2016). Diversas farmacopeias exigem ensaios
microbioldgicos como meétodo de controle de qualidade de matérias-primas de
antimicrobianos e suas formulacdes farmacéuticas (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2012)

O ensaio de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas,
baseia-se na formacdo de zonas de inibicdo, que aparecem devido a difuséo
do agente antimicrobiano no meio de cultura solido e ao crescimento
microbiano que ocorre concomitantemente (OSTROSKY et al., 2008). Neste
método, 0 agente antimicrobiano é aplicado a uma porcéo limitada do agar,
normalmente dentro de cilindros metalicos, discos de papel ou cortes cilindricos
diretamente no agar. Durante o periodo de incubacdo, o microrganismo
previamente inoculado no meio de cultura cresce, 0 que permite a observagao
de éareas onde a difusdo do agente antimicrobiano ocorreu. As zonas de
inibicdo sdo as regides do meio de cultura em que n&do houve crescimento
microbiano como resultado da difusao do farmaco (LOURENCO et al., 2016). O

ensaio de difusdo em &gar é uma técnica usual para doseamento
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microbiologico, porém este nado fornece resultados imediatos, pois requer
periodo de incubacao de cerca de 18 a 24 horas (LEHTINEN et al., 2006).

O ensaio turbidimétrico € um método fotométrico realizado em meio de
cultura liquido, que avalia de forma quantitativa, a inibicdo do crescimento
microbiano frente a acdo do antibiotico analisado (PEDROSO et al., 2014).
Este ensaio consiste em tubos contendo suspensdo do microrganismo-teste
em meio de cultura aos quais sdo adicionadas uma solucbes-teste de
antimicrobiano. Em seguida, os tubos séao incubados em condi¢cdes adequadas
e 0 crescimento microbiano é medido empregando leitura fotométrica
(LOURENCO, 2009). A turbidez gradual gerada pelo crescimento do
microrganismo € medida pelos valores de absorbancia ou transmitancia. Trata-
se de um método simples e rapido, pois a atividade do antimicrobiano é medida
diretamente em funcéo do crescimento microbiano presente no meio de cultura
(PEDROSO et al., 2014).

Embora o meio de cultura liquido seja mais vulneravel a degradacéo, o
ensaio turbidimétrico ainda € considerado mais eficaz e rapido quando
comparado com o ensaio de difusdo em agar (CAZEDEY et al., 2013). Neste
método, o antimicrobiano poderd influenciar a carga microbiana gerada a partir
do crescimento por meio do aumento do tempo de geracdo, aumento do tempo
de fase lag e/ou por meio da morte de parte dos microrganismos (HEWITT,
1977).

A analise colorimétrica é um método amplamente utilizado para a
deteccdo e quantificacdo de diferentes substancias, incluindo o crescimento
microbiano em estudos de eficacia terapéutica. Neste tipo de analise, um

marcador colorimétrico € utilizado para a deteccao de variagcdes metabolicas do
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meio. Usualmente, utilizam-se sais de tetrazolio como marcador colorimétrico.
Porém, os sais de tetrazolio apresentam limitacdo devido a sua atividade
antimicrobiana, o que exige que o reagente seja adicionado ao final do tempo
de incubacgédo (SAVIANO et al.,, 2015). Neste trabalho, propomos o uso de
resazurina como marcador colorimétrico. A resazurina apresenta menor
toxicidade quando comparada aos sais de tetrazélio, o que possibilita seu
emprego desde o inicio do ensaio. Desta forma, € possivel acompanhar o
crescimento microbiano ao longo da incubacdo, através da mudanca de
coloragéo azul para rosa (ALAMARBLUE®).

A seguir, sdo apresentados os principais fatores de influéncia para o

ensaio microbiolégico colorimétrico empregando resazurina.

2.2.1. Influéncia do microrganismo

A escolha do microrganismo é fundamental para o bom desempenho do
método microbioldgico, pois este se baseia na inibicdo do microrganismo-teste
perante o antimicrobiano (LOURENCO et al., 2011). Cada microrganismo
respondera de forma diferente de acordo com o antibiotico utilizado, variando a
resposta inibitéria perante as variagbes de concentracbes do farmaco
(HEWITT, 1977).

A carga microbiana utilizada influenciara diretamente na resposta do
antimicrobiano em questdo, pois uma elevada carga podera diminuir o tempo
de incubacdo. Da mesma forma, uma pequena carga microbiana podera

acarretar em ensaios com elevados tempos de incubacdo (HEWITT, 1977).
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Sendo assim, € imprescindivel a avaliacdo da influéncia do inoculo para cada

método a ser utilizado (LOURENCO, 2009).

2.2.2. Influéncia do tempo e temperatura

A taxa de crescimento microbiano é influenciada diretamente pela
temperatura utilizada e tempo de incubacdo empregado. A maior parte das
bactérias crescem em temperaturas por volta de 37 + 1°C. Alteracdes de
temperatura poderdo ocasionar na diminuicdo do crescimento bacteriano,
necessitando de um aumento no tempo de incubacéo para que a populagéao
desejada seja alcancada. Durante a execucdo do ensaio, todos 0s tubos
analisados devem ser mantidos a mesma temperatura, sendo recomendavel o
uso de banho de agua por apresentar maior homogeneidade de temperatura
guando comparado com estufas bacteriolégicas (KAVANAGH, 1963).

O tempo de incubacéo utilizado para o experimento deve ser aquele
ideal para que o controle positivo atinja a leitura esperada. Para isto, um estudo
do tempo necessario para o microrganismo-teste utilizado deve ser realizado, a
fim de se estabelecer o tempo minimo satisfatorio de analise (KAVANAGH,

1963).
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2.2.3. Influéncia da concentracéo de resazurina

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-0xido) é um corante
solivel em agua, amplamente utilizado como indicador de crescimento
fluorométrico/colorimétrico, baseado na deteccao de atividade metabdlica de
bactérias e células de mamiferos. O indicador sofre uma reacdo de oxido-
reducdo na qual altera a coloracdo em resposta a reducédo quimica resultante
do crescimento celular (BORRA et al.,, 2009). O uso da resazurina foi
inicialmente relatado por Pesch e Simmert no ano de 1929, em um estudo para
guantificar a carga microbiana presente no leite (SILANIKOVE et al., 2012). O
processo de redugdo da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-0xido)
em resorufina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona) ocorre na mitocondria da célula

(BORRA et al., 2009), conforme apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura molecular da resazurina (esquerda) e resorufina (direita)

(SILANIKOVE et al., 2012).

O uso da resazurina em ensaios microbioldégicos demonstrou ser

vantajoso pois o indicador exibe fluorescéncia frente a reducdo metabdlica;

apresenta toxicidade minima para células vivas; e produz uma mudanca nitida
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e estavel de facil interpretacdo. Outra importante caracteristica € que o
indicador ndo apresenta capacidade carcinogénica (ALAMARBLUE®).

A medida que o crescimento microbiano ocorre, a atividade metabodlica
inata resulta em uma redugcdo quimica da resazurina. O crescimento
continuado mantém um ambiente reduzido, enquanto a inibicdo do crescimento
mantém um ambiente oxidado. A reducdo relacionada ao crescimento
microbiano causa a mudanca do indicador de sua forma oxidada (néo
fluorescente, azul) para a forma reduzida (fluorescente, vermelha)
(ALAMARBLUE®). Desta forma, o monitoramento da reagéo pode ser realizado
utilizando-se a medicdo de fluorescéncia ou baseada em absorbancia. A
fluorescéncia € monitorada em 530-560 nm de comprimento de onda de
excitacdo e 590 nm de comprimento de onda de emissdo. A absorbancia é
monitorada em 570 nm e 600 nm (BORRA et al., 2009).

A proporcéo entre a concentracdo de resazurina e a carga microbiana
deve ser tal que permita que a mudanca de coloracdo ocorra em tempo
suficiente para evidenciar o crescimento microbiano gradual, devido as
diferentes concentracdes de antimicrobiano ou antibidtico. Se a concentracao
de resazurina for baixa em relacdo a quantidade de microrganismo, toda a
resazurina pode ser reduzida sem que se evidencie o crescimento microbiano
gradual. Por outro lado, se a concentracdo de resazurina for alta em relacéo a
guantidade de microrganismo, pode levar um longo tempo para que se
visualize a reducdo da resazurina, o que pode ocorrer quando o crescimento

gradual j& ndo consiga mais ser evidenciado (ALAMARBLUE®).
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2.2.4. Influéncia da concentracéo de antibiético

A diferenga de concentragdes do antimicrobiano influenciara diretamente
na carga microbiana existente ao final do periodo de incubacédo, o que produz
crescimento microbiano gradual que sera analisado pelos diferentes valores de
absorbéancia ou transmitancia. A turbidez resultante do crescimento microbiano
€ inversamente proporcional a concentracdo de antimicrobiano, ou seja, quanto
maior a concentracdo do antimicrobiano, menor sera a turbidez decorrente do
crescimento microbiano (LOURENCO, 2009). A curva dose-resposta apresenta
relacdo linear quando a densidade Optica (ou a porcentagem de transmitancia)
€ plotada contra o log da concentracdo do antimicrobiano. O logaritmo da
concentragdo € utlizado pois permite a constru¢cdo de uma reta, sendo a
maneira mais simples para unir os pontos da curva dose-resposta. Outros
modelos de regressdo podem ser necessarios para estabelecer a relacédo entre
0 crescimento microbiano e a concentragéo do antibiético, como por exemplo o

modelo de regressao logistica de quatro parametros (KAVANAGH, 1963).

2.3. DESENVOLVIMENTO ANALITICO EMPREGANDO AQBD

O desenvolvimento de métodos analiticos, empregando a abordagem
tradicional, envolve o monitoramento da influéncia de um fator de cada vez nos
resultados do experimento. Este tipo de analise pode ser tediosa e lenta;
exigindo um grande nimero de ensaios e materiais durante sua execucao.

Aléem disso, os métodos analiticos desenvolvidos empregando esta abordagem
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podem apresentar limitagdes como baixa reprodutibilidade e alta incerteza de
medicdo (LOURENCO et al., 2014).

A incerteza nos resultados pode surgir de muitas fontes possiveis,
incluindo amostragem; efeitos e interferéncias; condicbes ambientais;
incertezas de equipamentos volumeétricos e de massa; incertezas de
equipamentos de espectrofotometria e cromatografia; incertezas de respostas
biolégicas e microbioldgicas; pureza dos reagentes e substancias quimicas de
referéncia; validacdo do método e variabilidade aleatéria (LOURENCO et al.,
2014). Sendo assim, métodos alternativos tém sido desenvolvidos com a
finalidade de reduzir o tempo de analise e os custos envolvidos, aumentando
também a sensibilidade de deteccdo do método (HOLOWACHUCK et al.,
2003).

Por outro lado, o desenvolvimento de métodos analiticos empregando o
conceito AQbD, permite identificar e compreender como 0s parametros
analiticos criticos afetam o desempenho do método analitico. Isso permite que
sejam estabelecidas estratégias de controle, o que garante o desempenho
adequado do método, ou seja, resultados analiticos confiaveis e com baixa
incerteza de medicdo (LOURENCO et al.,, 2016). O desempenho do
doseamento microbiolégico de antibidticos depende de diversos fatores, tendo
sido os principais deles mencionados anteriormente (ver itens 2.2.1 a 2.2.4).

Considerando os diversos fatores que podem afetar o desempenho dos
métodos microbioldgicos, inclusive com a possibilidade de existir interacdo
entre alguns dos fatores, justifica-se o emprego da abordagem AQbD no
desenvolvimento de métodos microbiologicos alternativos para a analise de

antimicrobianos em produtos farmacéuticos.
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As etapas para o desenvolvimento de um método analitico robusto e

eficaz empregando-se o conceito de Qualidade por Design Analitico consiste

em:

Estabelecimento do Perfil Alvo Analitico (Analytical Target Profile - ATP):
etapa inicial do AQbD com a definicdo do escopo do método e das
caracteristicas que o método analitico deve apresentar, para garantir seu
desempenho apropriado. O ATP geralmente envolve a selecéo de trés
principais aspectos: o alvo da andlise, a técnica e 0s requisitos do
método. (FUKUDA et al., 2018).

Identificagdo das caracteristicas de desempenho do método analitico
(Identifying of Analytical Method Performance Characteristics - AMPC): é
a proxima fase do AQbD, representada pelas caracteristicas de
desempenho que o método analitico deve apresentar, tais como
especificidade/seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e limites de
deteccao/quantificacdo. As AMPCs correspondem as caracteristicas do
método que interferem diretamente no ATP, sendo necessario o controle
das mesmas, afim de garantir o desempenho do método analitico
durante sua aplicacéo na rotina. (FUKUDA et al., 2018)

Andlise de Risco (Risk assessment): nesta fase sdo determinados os
fatores potencialmente criticos para as respostas analiticas de interesse
gue impactam o ATP. Dentre os fatores criticos nesta etapa estéo:
caracteristicas da amostra, método de preparo da amostra, tempo de
analise, experiéncia do analista, concentracdo dos reagentes, dentre
outros (FUKUDA et al., 2018). Algumas ferramentas de analise podem

ser empregadas para determinacédo das fontes de risco associadas ao
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método, como Failure Mode Effect Analysis (FMEA) e Diagrama de
Ishikawa (espinha de peixe) (FUKUDA et al., 2018).

Planejamento de Experimento (Design of Experiments - DoE): o
delineamento de experimento corresponde ao estabelecimento da
relacdo entre os parametros analiticos criticos (Critical Analytical
Parameters — CAP) (por exemplo, composicdo do meio de cultura,
guantidade de microrganismo, etc.) que afetam a resposta analitica de
interesse (por exemplo, alteragéo de coloracao da resazurina em fungao
do crescimento microbiano) (RANGA et al.,, 2014). Esta fase inclui as
seguintes etapas:

- Triagem: identificacdo dos parametros analiticos potencialmente
criticos relevantes para a otimizagdo do método (PERAMAN et al.,
2015).

- Otimizacao: estabelecimento da relacdo entre as variaveis de entrada
(parametros analiticos criticos) e as respostas de interesse (PERAMAN
et al., 2015).

- Selecdo da ferramenta DoOE: trata-se das diferentes ferramentas
matematicas empregadas que permitem expressar a correlagdo entre
variaveis de entrada e resultados obtidos, podendo ser empregadas em
diferentes fases do processo. Algumas delas séo: Planejamento fatorial
completo; Planejamento fatorial fracionario; Planejamento Plackett-
Burman; Delineamento de Compdsito Central e Delineamento Box-
Behnken (PERAMAN et al., 2015).

Regido de Design Operavel do Método (Method Operable Design Region

- MODR): corresponde a um espaco multidimensional delineado com
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base nas variaveis e configuracdes do meétodo, no qual é assegurada a
performance delineada no ATP e assim, a qualidade do resultado
analitico. Os resultados obtidos sao tratados com ferramentas
estatisticas adequadas, sendo expressados por forma grafica ou por
modelo matematico, com a finalidade de estabelecer a area de operacgéo
do método com a melhor performance (FUKUDA et al., 2018).

o Validacdo do Método: consiste na etapa final de desenvolvimento do
método. Estabelece a confirmacdo das caracteristicas de desempenho
do método, garantindo o atendimento ao ATP durante seu uso em rotina

(PARR et al., 2018).

2.4. ENSAIO COLORIMETRICO EM MICROPLACA COM LEITURA RGB

O uso de microplacas para a analise colorimétrica € uma alternativa ao
método realizado em tubos de ensaio. Suas vantagens incluem a utilizacdo de
uma unica microplaca com 96 pocos dispensando o uso de diversos tubos de
ensaio e baixo volume de reagentes, promovendo a diminuicdo no tempo de
preparo do método (LOURENCO et al., 2011).

Tradicionalmente, a colorimetria € realizada por uma verificacdo da
alteracdo de coloracdo a olho nu ou com a ajuda de espectrofotbmetros ou
leitores de microplaca, na qual a intensidade da cor é medida por meio da

absorcdo da luz em funcdo do comprimento de onda. O uso destes

equipamentos exige um local apropriado para sua utilizacdo devido ao seu
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grande volume, além de possuirem um elevado custo para aquisicao
(PHADUNGCHAROEN et al., 2019).

Atualmente, o uso da tecnologia para o aprimoramento das técnicas
laboratoriais, com a finalidade de reducdo no tempo de andlise e facilidade na
deteccdo dos resultados, € fundamental para a otimizacdo dos metodos
cientificos (TIBES, 2014). Nas Uultimas décadas, a popularizacdo dos
dispositivos moveis, tablets e smartphones tém facilitado a utilizacdo de
softwares capazes de amplificar a sensibilidade e especializar o uso destes
dispositivos (TIBES, 2014). Uma alternativa ao uso de espectrofotdmetros para
a analise colorimétrica € o uso de aparelhos smartphones, pois sdo equipados
com CPUs rapidas, cameras de alta resolucdo e sensores de imagem. Além
disso, possuem facil manuseio, ndo sdo volumosos e apresentam como
principal  caracteristica a quebra da limitagdo da mobilidade
(PHADUNGCHAROEN et al., 2019).

O processamento da imagem captada pela camera do dispositivo é
utilizado como um analisador colorimétrico. A luz incide sobre os sensores da
camera criando um espaco de cor com deteccdo das variacbes de
pigmentacdes das cores Vermelho-Verde-Azul (RGB). Desta forma, valores de
pixels destas coloracdes primarias sdo utilizados para estabelecer a relagéao
entre valores e concentracOes de pixels da imagem do analito, podendo ser
empregadas equacgfes matematicas para a determinacdo de suas intensidades

(PHADUNGCHAROEN et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € aplicar o conceito de Qualidade por Design

Analitico (AQbD) no desenvolvimento de método colorimétrico para analise de

sulfato de neomicina.

S&o objetivos especificos:
Estabelecer o perfil analitico alvo (Analytical Target Profile - ATP) do
método a ser desenvolvido, considerando as caracteristicas de
desempenho desejadas;
Realizar analise de risco para identificacdo dos parametros analiticos
potencialmente criticos;
Realizar o planejamento de experimentos (DoE) com a finalidade de
estabelecer como o0s parametros analiticos criticos afetam o
desempenho do método microbioldgico;
Definir a regido de operacao de Design do método microbiolégico
(Method Operable Design Region - MODRY);
Validar o método microbiolégico quanto aos parametros de
especificidade/seletividade, precisdo, linearidade, robustez e exatidao,
no contexto do AQbD;
Propor ensaio colorimétrico em microplaca empregando leitura em

aplicativo RGB.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Meio de cultura e reagentes

Foi utilizado o meio de cultura liquido BD™ Tryptic Soy Broth (TSB),
composto por: triptona 17,0 g/L, digestdo papaica de farinha de soja 3,0 g/L,
glicose 2,5 g/L, cloreto de sédio 5,0 g/L e fosfato dipotassico 2,5 g/L, com pH
7,3 2. O preparo do meio de cultura foi realizado de acordo com as
orientacdes do fabricante. A substancia quimica de referéncia (SQR) de sulfato
de neomicina foi adquirida da Farmacopéia Americana (United States
Pharmacopeia), lote M11253. A resazurina foi adquirida pela INLAB®, lote

838.273.

4.1.2. Equipamentos e materiais

Foram utilizados o0s seguintes materiais e equipamentos: estufa
bacteriol6gica (SPLabor, Brasil), esterilizador a vapor tipo autoclave (Lutz
Ferrando, Brasil), espectrofotbmetro UV-Vis (Unicam), balanca analitica
(Shimadzu, Japao), centrifuga (Fanem, Brasil), dentre outros equipamentos
necessarios. Ainda foram utilizadas pipetas volumétricas, balées volumétricos,
placas de Petri estéreis descartaveis, tubos plasticos estéreis descartaveis,

pipetas graduadas estéreis descartaveis, dentre outros materiais necessarios.
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Os microrganismos Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 8739) foram utilizados como

reagentes biologicos.

4.1.3. Solugdes

a) Solucdes padrao de referéncia sulfato de neomicina

Foram pesados 16,7 mg do padrdao de referéncia de sulfato de
neomicina (equivalente a 10,0 mg de neomicina base) e diluidos em 10 mL de
agua destilada. No momento do ensaio, foram realizadas diluicdes de forma a
obter as concentracdes finais de 8,0; 16,0; 31,0; 62,0; 125,0; 250,0; 500,0 e

1000,0 pug/mL, empregando agua como diluente.

c) Solugdes padrao de resazurina
Foram pesados 10,0 mg de resazurina e diluidos em meio de cultura
liquido TSB. Diluic6es desta solucao estoque foram realizadas para obtencao

das concentractes 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 pg/mL de resazurina.
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4.2. Método

4.2.1. Etapas do AQbD

4.2.1.1. Estabelecimento de perfil analitico alvo (ATP)

Foi estabelecido o perfil analitico alvo (ATP) do método desenvolvido
para doseamento microbiolégico de sulfato de neomicina, considerando as

caracteristicas de desempenho desejadas.

4.2.1.2. Estudo da andlise de risco

Foi realizada uma andlise de risco qualitativa, empregando-se diagrama
de causa-efeito (diagrama de Ishikawa), para identificacdo dos parametros
analiticos potencialmente criticos que possam afetar o desempenho do método

microbioldgico.

4.2.1.3. Planejamento de experimentos (DoE)

O método microbiolégico para analise de antimicrobiano foi desenvolvido
e otimizado utilizando-se planejamento fatorial e andlise de superficie de
resposta, com a finalidade de estabelecer como os parametros analiticos

criticos afetam o desempenho do método.
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4.2.1.3.1. Tempo de incubagao

Ensaios para a determinacédo do tempo de incubacdo foram realizados
com os microrganismos Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 8739). Foi preparada uma subcultura
dos microrganismos empregando-se TSB e incubado a 37 + 1°C por 16-18h. A
partir do crescimento obtido, foi realizado ajuste de quantidade de in6culo para
25 % de transmitancia em 580 nm e posteriormente foi realizada diluicdo 1:10,

conforme Tabela 1.

Tabela 1. Microrganismos-teste, tempo de incubacéo e propor¢cédo de inéculo

utilizados nos ensaios para determinagcéo do tempo de incubacgéo.

Microrganismo Tempo Inoculo (%)

Staphylococcus aureus 90 minutos 10,0 do in6culo 25%
(ATCC 6538)
Staphylococcus aureus 90 minutos 10,0 da diluicdo 1:10

(ATCC 6538)

Escherichia coli (ATCC 8739) 90 minutos 10,0 do inoculo 25%

Escherichia coli (ATCC 8739) 90 minutos 10,0 da diluicdo 1:10

Bacillus subtilis (ATCC 6633) 180 10,0 do in6culo 25%
minutos

Bacillus subtilis (ATCC 6633) 180 10,0 da diluicdo 1:10
minutos
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4.2.1.3.2. Influéncia da concentragdo de microrganismo e resazurina

Foi realizado um ensaio especifico para estudar os efeitos das
concentragbes de microrganismo (inoculo 0,1, 1,0 e 10%) e resazurina (2,0; 4,0
e 6,0 pg/mL) no crescimento microbiano (Tabela 2). Todos os ensaios foram
realizados utilizando-se meio de cultura liquido e incubados a 37 + 1°C. Cada
microrganismo foi submetido ao tempo de incubacéo previamente determinado
no ensaio de tempo de incubacdo. Os resultados foram utilizados para

otimizacéo das concentracdes de inodculo e resazurina no ensaio rapido.

Tabela 2. Estudo da influéncia da concentragdo de microrganismo e

resazurina no crescimento microbiano.

Ensaio In6culo (%) Resazurina (ug/mL)
#1 10 2,0
#2 10 4,0
#3 10 6,0
#4 1,0 2,0
#5 1,0 4,0
#6 1,0 6,0
#1 0,1 2,0
#8 0,1 4,0
#9 0,1 6,0
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4.2.1.3.3. Otimizagdo do ensaio microbioldgico colorimétrico

ApoOs a definicdo do microrganismo-teste (Staphylococcus aureus) e da
concentragéo de resazurina (4 pg/mL), foram realizados ensaios de otimizagéo
do ensaio microbiolégico colorimétrico quanto as quantidades de inoculo e
concentragdes de antimicrobiano utilizadas.

Foram preparados tubos de ensaios contendo misturas de suspensao
in6culo (10% de indculo a partir de uma suspensao 25% de transmitancia e de
suas diluicbes 1:10 e 1:100), solucdo de sulfato de neomicina (nas
concentracbes 8,0; 16,0; 31,0; 62,0; 125,0; 250,0; 500,0; e 1000,0 pg/mL) e
meio de cultura TSB com adicdo de resazurina (4 pg/mL). Adicionalmente,
foram preparados controles negativos (sem indculo) e positivo (sem
antimicrobiano). Os tubos foram incubados a 37 + 1°C por até 90 minutos.

As leituras das respostas colorimétricas foram realizadas a 570 nm e
600 nm, utilizando-se espectrofotometro. A porcentagem de resazurina

reduzida foi calculada a partir da equacéo apresentada a seguir:

Ox Ox
E1600 X As70 — €1570 X Asoo

%Red =
Red cn __ cRed cn
€570 X A 600 — E3600 X A 570

Onde: 2%, e 2%, sdo as absortividades da resazurina na forma oxidada a 570
e 600 nm, respectivamente; er¢% e £R¢4 sFo as absortividades da resazurina
na forma reduzida a 570 e 600 nm, respectivamente; As,q € Agoo SA0 as

absorbancias do tubo teste a 570 e 600 nm, respectivamente; e A" 5,5 € A 600
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sdo as absorbancias do tubo controle negativo a 570 e 600 nm

(ALAMARBLUE®).

4.2.1.4. Validacédo do método

De acordo com os experimentos realizados nas etapas de otimizagcéo do
método, as condicdes experimentais otimizadas foram definidas como: a)
Microrganismo: Staphylococcus aureus (ATCC 6538); b) InOculo: ajuste em
25% T e diluicdo 1:10; c) Resazurina 4,0 pg/mL; d) Concentracdo de
antimicrobiano: 8,0; 16,0; 31,0; 62,0; 125,0; 250,0; 500,0; e 1000,0 pg/mL; e)
Tempo de incubacao: 90 minutos; e f) Temperatura de incubacgéo: 37 + 1°C.

O ensaio microbiolégico colorimétrico foi validado pela determinacéo dos
seguintes parametros: linearidade, preciséo, exatiddo e robustez.

A linearidade foi avaliada pelo ensaio de oito concentracdes do padrao
de referéncia sulfato de neomicina (8,0; 16,0; 32,0; 64,0; 125; 250,0; 500,0 e
1000,0 ug/mL). Os dados obtidos das curvas analiticas foram avaliados por
analise de regresséo e por andlise de variancia (ANOVA) para confirma¢édo do
paralelismo entre elas.

A precisao do ensaio foi avaliada em dois niveis: a) repetibilidade; e b)
precisdo intermediaria. A repetibilidade foi mensurada como o desvio padrdo
relativo de quatro amostras analisadas no mesmo dia e sob as mesmas
condicOes de trabalho. A precisédo intermediaria foi avaliada pela analise de

guatro amostras em trés dias diferentes.
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A exatiddo (Rec% = Qexperimentar/ Qeesrice) fOi avaliada como a
quantidade de sulfato de neomicina recuperada (Qexperimentar) €M relacao a
quantidade tedrica adicionada (Q:esrica), €Mpregando-se substancia quimica de
referéncia de sulfato de neomicina (USP RS).

A robustez foi avaliada pelo planejamento compdsito central durante o
desenvolvimento e otimizacdo do ensaio, que permitiu a avaliacdo da influéncia
das concentracdes de sulfato de neomicina, resazurina e Staphylococcus

aureus (ATCC 6538) simultaneamente no crescimento microbiano.

4.2.2. Ensaio colorimétrico em microplaca com leitura em aplicativo RGB

O ensaio foi realizado com as condi¢cdes experimentais otimizadas para
microplaca. Vinte microlitros (20 ulL) das solu¢cdes do padrao de sulfato de
neomicina (nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0; 125;
250,0; 500,0 e 1000,0 ug/mL) foram adicionados nos pocos da microplaca. Em
seguida, 160 pL de solugdo de resazurina 8 pug/mL foram adicionados aos
pocos. Aliquotas de 20 uL do meio de cultura inoculado com Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), com ajuste de 25% T e diluicdo 1:4, foram transferidas
para cada poco da microplaca.

A incubacéo foi realizada a 37 £ 1°C / 200 RPM, por 3 horas. Ao final da
incubacdo, a leitura da resposta colorimétrica foi realizada utilizando-se o

aplicativo RGB Color Detector ®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estabelecimento de perfil analitico alvo (ATP)

O perfil analitico alvo do método microbioldgico para analise de
antimicrobianos abrange: 1) exatidao e precisdo adequados (incerteza alvo de
2,5%, considerando-se uma faixa de especificacdo de 90 a 130%); 2) boa
relacdo dose-resposta numa faixa ampla de concentragcdo de antimicrobiano
(por exemplo, faixa de concentracdo entre 1 a 1000 pg/mL); 3) tempo de

incubacao reduzido (preferencialmente inferior a 2 horas).

5.2. Andlise de risco

O diagrama de causa-efeito (diagrama de Ishikawa) apresentado na

Figura 3 identifica, de forma esquematica, 0s parametros analiticos

potencialmente criticos que podem afetar o desempenho do método

microbiol6gico para analise de antimicrobianos.
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Meio de cultura Microrganismo Equipamentos

X X Termometros
Composi¢io Tipo
Cronbémetros
pH Inéculo
Espectrofot 6metros
Resazurina Preparo
Balangas
~, Método
& . . on]
microbiol 6gico

Concentragoes

Temperatura Experiéncia
Extragoes

Pesagens
Tempo Treinamento

Diluigoes

Preparo de solugdes Incubagéo Pessoal

Figura 3. Diagrama de causa-efeito (diagrama de Ishikawa) dos parametros
analiticos potencialmente criticos que podem afetar o desempenho do método

microbiologico para analise de antimicrobianos.

Pela nossa experiéncia, os parametros que podem ser considerados
criticos dentre os identificados na Figura 3, e por este motivo foram
selecionados para a etapa de planejamento de experimentos, séo:

1) Tipo de microrganismo: o tipo de microrganismo escolhido devera
apresentar sensibilidade ao antimicrobiano utilizado, permitindo a inibicdo de
seu crescimento pelo antibidtico.

2) In6culo: A concentracdo da carga microbiana presente no inoculo
deve ser ajustada, de forma que a velocidade do crescimento microbiano

permita a deteccéo da acéo do farmaco.
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3) Concentracdo de resazurina: a intensidade da coloracdo obtida,
resultante da concentragdo de resazurina utilizada no ensaio colorimétrico, é
fundamental para a quantificacdo da atividade metabdlica do microrganismo e
sua inibicéo frente ao antimicrobiano estudado.

4) Concentragdo do antimicrobiano: a variagcdo de concentracdo do
antimicrobiano esta diretamente relacionada ao aumento da carga microbiana.

7

Desta forma, é imprescindivel que a concentragcdo do antimicrobiano seja

5.3. Planejamento de experimentos

A escolha do microrganismo é fundamental em ensaios microbiologicos,
uma vez que o antimicrobiano deve inibir o crescimento microbiano. De acordo
com os resultados, Staphylococcus aureus (ATCC 6538) apresentou o
crescimento mais adequado quando comparado a Escherichia coli (ATCC
8739) e Bacillus subtilis (ATCC 6633). Escherichia coli (ATCC 8739)
apresentou um crescimento muito intenso devido suas caracteristicas
metabdlicas. Ja o Bacillus subtilis (ATCC 6633) apresentou crescimento
irregular e demorado, impossibilitando sua utilizacdo por ndo atender ao ATP
quanto ao tempo reduzido de incubacdo. O Staphylococcus aureus (ATCC
6538) apresentou crescimento regular, sendo, portanto, 0 microrganismo
escolhido para o método microbioldgico.

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) da quantidade de

resazurina reduzida a partir do crescimento de Bacillus subtilis (ATCC 6633)
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(Y1), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (Y2), Escherichia coli (ATCC 8739)

(Y3) e em funcgéo do tempo de incubacgédo (X1), da quantidade de inoculo (X2) e

da concentracéo de resazurina (X3) estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Analise de variancia da quantidade de resazurina reduzida a partir do

crescimento de Bacillus subtilis (ATCC 6633) (Y1), Staphylococcus aureus

(ATCC 6538) (Y2), Escherichia coli (ATCC 8739) (Y3) em funcéo do tempo de

incubacédo (X1), quantidade de indculo (X2) e concentracdo de resazurina (X3).

Y1 Y2 Y3
Fonte
g.l SQ p-valor g.l SQ p-valor g.l SQ p-valor
Regresséo 4 23,8022 0,000 4 29,414 0,000 5 39,090 0,000
X1 1 4,5436 0,000 1 12,608 0,000 1 28,039 0,000
X2 1 4,6339 0,000 1 11,695 0,000 1 6,894 0,000
X3 1 3,263 0,002
X1X1 1 0,9199 0,028 1 7,1277 0,000 1 23,068 0,000
X2X2
X3X3
X1X2 1 2,0518 0,002 1 8,8954 0,000 1 4,874 0,000
X1X3
X2X3
Erro 31 5,3396 48 11,273 47 14,156
Total 35 29,1419 52 40,687 52 53,246

g.l. = graus de liberdade, SQ = soma dos quadrados e p-valor = nivel de

significancia.
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Um planejamento de experimentos foi realizado para estudar como as
concentragbes de microrganismo (inoculo 0,1 a 10%), resazurina (2,0; 4,0 e 6,0
pg/ mL) e sulfato de neomicina (variando de 8,0 a 1000 mg/mL) interferem no
crescimento do microrganismo. Foi obtido um modelo matemético que explica a
guantidade de resazurina reduzida a partir do crescimento microbiano de
Bacillus subtilis (ATCC 6633) (Y1), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (Y2),
Escherichia coli (ATCC 8739) (Y3) em funcédo do tempo de incubacdo (X1),
guantidade de in6culo (X2) e concentracdo de resazurina (X3). Este modelo
apresentou valores de coeficiente de correlacdo e ajuste adequados. Os

coeficientes deste modelo séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Equacdes de regresséo e coeficientes de correlagdo da quantidade
de resazurina reduzida a partir do crescimento de B. subtilis (Y1), S. aureus
(Y2) e E. coli (Y3) em funcdo do tempo de incubacao (X1), quantidade de

indculo (X2) e concentracéo de resazurina (X3).

Equacao de regressdo R? R?aj R?pred

Ln(Y1) = 2,173 + 0,01854X1 + 0,735X2 — 0,000044X12 81,68% 79,31%  74,58%
— 0,00436X1X2

Ln(Y2) = 2,300 + 0,02711X1 + 0,982X2 — 0,000108X12 72,29%  69,99%  66,43%
— 0,00849X1X2

Ln(Y3) = 2,813 + 0,04042X1 + 0,754X2 — 0,1528X3 73,41% 70,59%  65,28%

—0,000194X12? — 0,00629X1X2

R? = coeficiente de correlacdo, R?aj = coeficiente de correlacdo ajustado, e

R2pred = coeficiente de correlacdo de predicao.
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A resazurina foi utilizada como um indicador de viabilidade, pois
somente células microbianas vidveis sao capazes de reduzirem a resazurina,
alterando sua coloracdo azul para rosa. Observou-se que apos um longo
periodo de incubacdo (180 minutos) ou concentracdes elevadas de indculo, a
resazurina adquiriu cor esbranquicada devido a perda de coloracdo. Este fato
pode ter ocorrido pela reducado total da resazurina, seguido de degradagéao.
Esta alteracao pode aumentar as chances de erro na determinagao fotométrica.
Desta forma, foram padronizados tempos ideias de incubacdo para cada
microrganismo de acordo com o0s pontos Otimos observados em suas
coloragdes e leituras fotométricas.

Os graficos de superficie resposta do crescimento microbiano (medido
como porcentagem de resazurina reduzida) de Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 8739) em
funcdo do tempo de incubacdo (X1) e da quantidade de indculo (X2) estédo
apresentados nas Figuras 4, 5 e 6. Na faixa estudada, a concentracdo de
resazurina (X3) ndo afetou a resposta para nenhum dos microrganismos,
apesar de ter apresentado p-valor significativo para a Escherichia coli (Tabela

2).
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Figura 4. Gréfico 3D da quantidade de resazurina reduzida a partir do
crescimento de B. subtilis (Y1) em funcdo do tempo de incubacdo (X1) e
guantidade de inoculo (X2), sendo a concentracdo de resazurina (X3) fixada

em 4 pg/mL.
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Figura 5. Gréfico 3D da quantidade de resazurina reduzida a partir do
crescimento de S. aureus (Y2) em funcdo do tempo de incubacdo (X1) e

guantidade de inoculo (X2), sendo a concentracdo de resazurina (X3) fixada

em 4 pg/mL.
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Figura 6. Gréfico 3D da quantidade de resazurina reduzida a partir do
crescimento de E. coli (Y3) em funcdo do tempo de incubacédo (X1) e
guantidade de inoculo (X2), sendo a concentracdo de resazurina (X3) fixada

em 4 pg/mL.

Portanto, de acordo com o0s experimentos realizados, as condicbes
experimentais otimizadas foram definidas como: a) Microrganismo:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538); b) Inéculo: ajuste em 25% T e diluicéo
1:10; c) Resazurina 4,0 ug/mL; d) Concentracdo de antimicrobiano: 8,0; 16,0;
31,0; 62,0; 125,0; 250,0; 500,0; e 1000,0 pg/mL; e) Tempo de incubacao: 90
minutos; e f) Temperatura de incubacgao: 37 = 1°C.

O grafico da quantidade de resazurina reduzida a partir do crescimento

de S. aureus em funcéo das concentracdes de sulfato de neomicina (8 a 1000
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pg/mL), considerando 30 (A) ou 90 (B) minutos de incubacéo e diluicdes de

1:10 ou 1:100 dos in6culos, e concentragdo de resazurina de 4 pug/mL, estdo

apresentados na Figura 7.
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40
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0=

Neomicina (1:10)
Neomicina (1:100)
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yY2
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Ln(X4)

3 4 5

Ln(X4)

Figura 7. Grafico da quantidade de resazurina reduzida a partir do crescimento

de S. aureus (Y2) em funcdo das concentracdes de neomicina (X4, 8 a 1000

pg/mL), considerando 30 (A) ou 90 (B) minutos de incubacéo (X1) e diluicdes

de 1:10 ou 1:100 dos in6culos (X2), e concentracdo de resazurina (X3) de 4

png/mL.
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Notamos que a quantidade de resazurina reduzida para in6culo 1:100 foi
muito baixa, o que indica que este parametro pode afetar o desempenho do
método microbiolégico para a analise de sulfato de neomicina. Quando foi
utilizado in6culo 1:10, a reducéo de resazurina ainda se apresentou abaixo do
esperado apo6s 30 minutos de incubacdo, poréem atingiu valores adequados
apos 90 minutos de incubacéo.

Considerando as condicbes otimizadas descritas anteriormente,
podemos perceber que existe uma relacdo dose-resposta adequada. Porém, o
ajuste de um modelo linear seria possivel apenas em uma pequena faixa de
concentracéo, a saber: de 20 a 30 pg/mL para sulfato de neomicina, conforme

pode ser constatado na Figura 8.

120+
100
80-5
N 60-5
40-f
20-5

0 . T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7

Ln(X4)

Figura 8. Grafico do modelo de regressao logistica de 4 parametros para a
guantidade de resazurina reduzida a partir do crescimento de S. aureus (Y2)
em funcdo das concentragdes de sulfato de neomicina (X4, 8 a 1000 pg/mL),
considerando 90 minutos de incubacdo (X1), diluicdo de inéculo 1:10 (X2) e

concentragdo de resazurina (X3) de 4 pg/mL.
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Por este motivo, optou-se por adotar um modelo de regresséo logistica
de 4 parametros, o que possibilitou o ajuste de equacgdes que estabelecem a
relacdo dose-resposta, ou seja, a quantidade de resazurina reduzida a partir do
crescimento de S. aureus em fungdo das concentragbes de sulfato de

neomicina, numa faixa de concentracéo de 8 a 1000 pug/mL (Tabela 5).

Tabela 5. Equac¢des do modelo de regressédo logistica de 4 parametros e
coeficientes de correlagcdo da quantidade de resazurina reduzida a partir do
crescimento de S. aureus (Y2) em funcdo das concentracdes de sulfato de
neomicina (X4, 8 a 1000 pg/mL), considerando 90 minutos de incubacéo

(X1), diluicdo de inoculo 1:10 (X2) e concentracdo de resazurina (X3) de 4

png/mL.
Substancia Equacéao de regressao logistica de 4 R?
parametros
Neomicina (93,72 —19,24) 99,97%

Y2 =19,24 +
(1 + e(—3,815(3,11—ln(X2))))

R? = coeficiente de correlacao.

5.1.4. Validacdo do meétodo (Definicdo das caracteristicas de performance do

meétodo)

O ensaio microbioldgico colorimétrico foi validado pela determinacao dos

seguintes parametros: linearidade, preciséo, exatiddo e robustez.
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Linearidade: Optou-se por adotar um modelo de regresséo logistica de 4
parametros, o que possibilitou o ajuste de equacdes que estabelecem a relacdo
dose-resposta, ou seja, a quantidade de resazurina reduzida a partir do
crescimento de S. aureus em fungdo das concentragbes de sulfato de
neomicina, numa faixa de concentracdo de 8 a 1000 pg/mL. O coeficiente de

correlacdo obtido foi de 0,9534, e a equacdo de regressao foi

(132,66-2,06)
(—1,401(0,789—ln(x))))'

Y =206+ Os tubos contendo concentracdes de sulfato

(1+e

de neomicina na faixa de 1,0 a 250 pug/mL, nos quais podem ser observados
crescimento microbiano gradual evidenciado pela diferenca de coloracéo (azul

e rosa), estdo apresentados na Figura 9.

| w4
250,0 1250 64,0 320 16,0 8,0 2,0
pug/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL jpg/mL,,upgldepglmL-

19 1530008

Figura 9. Tubos contendo concentragdes de sulfato de neomicina na faixa de

1,0 a 250 pg/mL, nos quais podem ser observados crescimento microbiano

gradual evidenciado pela diferenca de coloragéo (azul e rosa).

Precisdo: O método apresentou precisdo satisfatoria, com valores de
desvio padrao de 3,4% e 5,2%, para as condi¢cdes de repetibilidade e precisao

intermediéria, respectivamente.

65



Exatiddo: A recuperacdo média foi de 100,4%, demonstrando que o
doseamento microbiolégico colorimétrico com emprego de resazurina
apresentou exatidao satisfatoria.

Robustez: O método apresentou-se robusto dentro da faixa de estudo.
Destacamos que a quantidade de microrganismo utilizada do ensaio e o tempo
de incubacdo foram os pardmetros analiticos que apresentaram maior
influéncia na resposta, devendo ser controlados para a garantia da robustez do
método.

Considerando-se os valores de exatidao (100,4%) e precisao (3,4%), a
incerteza combinada do doseamento microbiologico foi de 3,4%, portanto,
acima da incerteza alvo (2,5%). Para garantir a performance esperada do
doseamento microbioldgico, faz-se necessario a andlise das amostras em
duplicata (n = 2), o que nos leva a incerteza final de 2,4%, portanto abaixo da

incerteza alvo (2,5%).

5.2. Ensaio colorimétrico em microplaca com leitura RGB

O método em tubos exige o uso de equipamento espectrofotdmetro de
absorcao na regido do visivel (570 e 600 nm) para o calculo da quantidade de
resazurina reduzida em funcdo do crescimento microbiano. Alternativamente,
pode-se utilizar sistema de microplacas com leitura em aplicativo de analise de
cor do tipo RGB (Red, Green e Blue), utilizado em dispositivos méveis como
celulares smartphones e tablets. O aplicativo permite a decomposicdo da cor

obtida a partir da analise de imagem (foto da microplaca) em vermelho (Red),
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verde (Green) e azul (Blue), indicando valores numéricos que correspondem a
intensidade de cada cor do sistema RGB. O emprego deste tipo de aplicativo
RBG permite quantificar o crescimento microbiano em decorréncia da
coloracdo avermelhada (rosa) formada pela reducdo de resazurina em funcao
da concentragéo do antimicrobiano em estudo (BORRA et al., 2009).

O uso de microplacas para a analise colorimétrica € uma alternativa ao
meétodo realizado em tubos de ensaio. Suas vantagens incluem a utilizacdo de
uma unica microplaca com 96 pocos dispensando o uso de diversos tubos de
ensaio e baixo volume de reagentes, promovendo a diminuicdo no tempo de
preparo do método (LOURENCO et al., 2011).

Devido a baixa capacidade de armazenamento dos pocos da
microplaca, os volumes utilizados foram adaptados de forma a obter a melhor
visualizagéo da intensidade de coloragdo da resazurina. Desta forma, elevamos
a concentragao de resazurina de 4 uL/mL para 8 puL/mL.

O indculo utilizado para o estudo em microplaca foi ajustado de acordo
com a capacidade dos poc¢os. Sendo assim, devido ao baixo volume de 20 uL
adicionado aos pocos, definiu-se a necessidade de utlizar uma maior
concentracdo da carga bacteriana presente no inoculo. Utilizou-se meio de
cultura inoculado com Staphylococcus aureus (ATCC 6538), com ajuste de
25% T e diluicdo 1:4.

Um tempo de incubacdo maior também foi necessario para que a
diferenciacdo de coloracdo fosse observada. Este aumento do tempo é
justificavel, visto que, quanto menor a carga bacteriana presente no inéculo,
maior sera o0 tempo necessario para que o crescimento bacteriano reduza a

resazurina presente no meio. As fotos da microplaca contendo diferentes
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concentracbes de sulfato de neomicina e meio de cultura inoculado com
Staphylococcus aureus nas propor¢des de 1:4 e 1:10, imediatamente apés a
transferéncia das solucdes (t0) e apos 3 horas de incubacao (t180), estdo

apresentadas nas Figuras 10 e 11, respectivamente.

Figura 10. Microplaca contendo diferentes concentracfes de sulfato de
neomicina e meio de cultura inoculado com Staphylococcus aureus nas
proporgcbes de 1:4 e 1:10, imediatamente apos a transferéncia das solu¢des

(10).
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Figura 11. Microplaca contendo diferentes concentracbes de sulfato de
neomicina e meio de cultura inoculado com Staphylococcus aureus nas

proporcdes de 1:4 e 1:10, apés 3 horas de incubacéo (t180).

A partir das leituras de intensidade de coloragdo vermelha (segundo
sistema RGB) usando a foto da microplaca (Figura 11), foi possivel determinar
a poténcia de sulfato de neomicina presente na amostra em comparacdo com a
substancia quimica de referéncia (SQR). A poténcia foi calculada como a razéo
entre as concentragcfes capazes de inibir 50% do crescimento para as curvas
de regressdo logistica de 4 parametros de amostra e de SQR (Pot% =
1C50% gmostra/I1C50%;sqr). O valor de poténcia obtido para a amostra de sulfato
de neomicina foi de 98,5% (intervalor de confianca 95% de 95,0 a 102,1%), o
gue indica que a amostra atende a especificacdo (de 90 a 135% do valor

rotulado de sulfato de neomicina).
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6. CONCLUSOES

o O perfil analitico alvo (Analytical Target Profile - ATP) do método
estabelecido permitiu atingir as caracteristicas de desempenho
desejadas (precisdo e exatiddo aceitaveis, ampla faixa de
concentragéo do antimicrobiano, e tempo de incubacgao reduzido);

o A andlise de risco (diagrama de Ishikawa) possibilitou identificar os
parametros analiticos potencialmente criticos, a saber: tipo de
microrganismo, indculo, concentracdo de resazurina e concentracdo de
antimicrobiano;

o O planejamento de experimentos (DoE) permitiu estabelecer modelos
matematicos que relacionam o crescimento microbiano com o0s
parametros analiticos criticos;

. A regido de operacdo de Design do método microbiolégico (Method
Operable Design Region - MODR) possibilitou encontrar a combinacgéo
das condicdes analiticas necessérias para o desempenho adequado do
método;

o A avaliacdo dos parametros de especificidade/seletividade, precisao,
linearidade, robustez e exatiddo permitiram validar o método
microbioldgico proposto;

o A emprego da leitura em aplicativo RGB permitiu propor ensaio
colorimétrico em microplaca para a determinacdo da poténcia de

sulfato de neomicina.
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Portanto, a aplicacdo dos conceitos de Qualidade por Design Analitico
(AQbD) possibilitou o desenvolvimento racional de método

microbioldgico colorimétrico para analise de sulfato de neomicina.
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