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PENICILINA

ESTUDO GERAL E APLICACAQO EM
TERAPEUTICA *

HASSIB ASHCAR
Agsistente do Diretor do Instituto Adoifo Lutz

INTRODUCAQ

A terapéutica das infeccbes bacterianas, que até poucos anos
era essencialmente bioldgiea, possuindo como principals reeursos as
vacinas e os sbros especificos, comecou a sofrer extraordindria trans-
formacio, desde 1935, guande GERHARDT DOMAGCK publicou seu
notivel trabatho intitulado “Contribuices ao estudo da quimiotera-
pia antibacteriana”. Tendo demonstrado que & sulfamido-crisoiding
curava a infecclo estreptocdeica experimental em camundongo,
adquiriu éste autor 0 mérito de ter assinalado o mareo inicial da
atual era da quimioterapia antibacteriana. A partir desta data, o
estudo dos eompostos sulfonamidicos, sob os aspectos quimico, mi-
crobiolégico e terapéutico, assumin tal vulto que, no dizer de Sinvio
Lago 18t “g literatura atingiu proporefes verdadeiramente notéveis
em quase todes og paises do mundo”. Embora a suifanilamida cons-
titnisse um poderoso recurso terapéutico contra as infecgdes es-
treptocbeicas, meningocdcicas, gonocbdeicas, pneumocécicas e outras,
0 seu empréro, infelizmente, ndo deixou de ocasionar acidentes t6-
xicos mais ou menog graves e até mesmo mortais, Os casos de
intoleréncia & sulfanilamida e a sua ineficiénecia em certas infecedes
graves como a septicemia estafilocéeica, fizeram com que os pes-
guisadores lufassem porfiadamente pela conguista de compostos
menos téxicos e de mals ample poder antimicrobiano., Surgiram,
entfio, noves derivadoes, como a sulfapiridina, o sulfatiazel ¢ a sul-
fadiazina (sulfapirimidina). ZBEstes compostog embora se mostras-
sem mais atives que a sulfanilamida, em certas infeccdes, também
nfio eram destituidos de toxicidade.

(*) Trabalho laureado pela Academis Nacional de Madicing com o prémio ofigial
*Academia” g= 1545,
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Independentemente dos importantes trabalhos que se realiza-
vam no campo das sulfonamidas, numerosos pesguisadores tinham
sua atencho vollada para substincias antimicrobianas elaboradas
por cogumelos ¢ bactérias, procurando isold-las e estudar suas pro-
priedades a fim de verificar se poderiam ou nfic ter aplicabilidade
em terapéutiea.

O estudo dessas substinecias antibibticas tomon notavel impuis
apOs a maravilhosa descoberta de FLEMING, cujo trabalho béasico®
publicado em 1929, revelou so mundo gue um cogumelo, do géiero
Pewieillizom, produz vma substancia sraticamente atéxica e de extra-
ordindrio poder bacteriostatico sdbre numerosos germes patogénicos,

Esta poderosa substidncia antibiética foi, por FLEMING, deno-
minads penicilina. Estudos posteriores, guimicos, farmacolégicos e
tarapéuticos revelaram que esta nova substinciz, uma wvez purifi-
cada, realmente ndo & téxica e apresenta, tanto “in vilro” como
“in vive™, tho alto poder antimicrobianc que é incomparavelmsente
superior ao mais ativo composto sulfonamidico.

A gua poderosa aclio bacteriostifica, ainda, ao contrdrio das
sulfonsmidas, ndo é inibida em presenca de pus, de tecidos autoli-
sados on do 4eido p-aminobenzdico.

A atividade antibacteriana da penicilina, além de ser mais acen-
tuada contra a maior parfe dos germes gensiveis 3s sulfas, como os
estrepfoeocos, gonococos, puenmococos € meningococos, néo & influen-
ciada pelo ntimero presente de bactérias. A penicilina é ecapaz de
inibir mesme na diluicao de 1/25.000.000 o crescimento do Staphy-
lococous abreus, que geralmente nfio é sensivel as sulfonamidas,

Por suas extraovdindrias propriedades bacterio-inibidoras e
terapéuticas, atribuiram-se & penicilina, enfre outras, as expressges
“vellow magie” e “the most potent weapon”,

Queremos expressar nossa profunda gratiddo aocs Drs. J, P.
de Carvalho Lima e Luis de Sales Gomes, que, na direcio do Insti-
tuto Adolfo Lutz nes concederam tdodas as facilidade para reali-
zarmos 8ste -trabalho; e ao Dr. José de Toledo Melo que, tendo
guiado nossos primeiros passos no campo da Microbiologia, nos
orientou, também, na solucfio de varios problemas das presentes
pesquisas.

Nossos agradecimentos aos Drs. Arela Leds e Amaden Cury,
do Instituto Osvaldo Cruz, por nos ierem fornecido valioso material
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de pesquisa e nos terem meantido a par do progresso de seus estl-
dos inéditos, relatives ao assunto,

Ao Dr. Luis G. da Rocha Azevedo, muito agradecemos pelas.
preciosas sugestdes e por ter em néds despertado ¢ mantido o enip-
siasmo necessirio para a claborac@io déste trabalho.

Nossa gratidao aos colegas ¢ amigos do Instituto Adolfo Lutz,
especialmente a D. Cendi de Castro Guimarfes, chefe da Seccéo
de Quimica Farmacéutica, pela inestiméve] colaboraciio & por nos
ter orientado quanto 4 extraco e purificacfo da penieilina; e a
D, Ligia A. Penteado, Srs. Cassiodoro Moreno e Milton Xavier,
pelo constante auxilio téenico prestado no decursc de nossos estudos..



ASSOCIACOES E ANTAGONISMOS MICROBIANOS

Em a natureza, umsa espécie microbiana raramente se encontra
jsclada de outras espécies, de modo que os microrganismos vivem
“in natura®™ sob o aspeecto de verdadeiras culturas impuras.

Essa vida em conjunto parece nio ser simplesmente acidental,
poisg, entre os germes gue vivem associados, ha relacBes vitais que
constituem falos da malor importéncia bioldgica.

Quando cs microrganismeos, vivendo unidos, encontram uma fi-
nalidade que satisfaz os seus interésses e necessidades comuns, di-
zemos que vivem em simbioge.. Temos um fenémeno de metabiose
quando, numa associacio microbiana, uma dada espécie retira maio-
rez vaptagens com ou sem prejuizo de outras.

A antibiose representa o antagonismo, a luta pela vida sustan.
tada por uma espécie microbiana que procura aniquilar uma ou
mais espéeies concorrentes.

SIMBIOSE

Um dos exemplog mais interessantes de simbiose & dado pelos
microrganismos responsivels pelas modificacfes do leite, denomi-
nadas coalhadas, Assim, no eonhecido “Yoghurt”, coalhada dos
Balkans, vivem em harmonia perfeita, o Leclobacillus bulgaricus,
um estreptococo e uma levedura. No *Kefir”, coalhada natural do
Caucaso, di-se fenbmeno semelhante, mas o lactobacilo & o L. cou-
easicms,

Nestas coalhadas parece que a levedura age regulando o feor
em acido Tactico, enjo excesso & nocivo & vida do lactobacilo e do
estreptococo,

Nessa verdadeira simbiose, ag bactérias produzem o 4cido ldcti-
eo Gtil & vida da levedura que, metabolisandc-o, impede o excesso de
dcido no meio, garantindo a existéncia de suas associadas,

Como vémos, realiza-se, desta forma, um interessanie frabalho
de mutua beneficéncia.
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Lembremos tambem a acfio de certas bactérias produtoras de
catalase que beneficiam o crescimento de outras espéeies, forma-
doras de peréxido de hidrogénio, composto téxico que & destruido
por essa didstase, a medida que vai sendo produzido, 257

METABIOSE

Entre os microrganismos encontram-ge interessantes exomplos
de assoclacho metabidtica. Assim, certas baectérias nitrificadoras
{Nitrobacter), nfio sendo capazes de oxidar diretamente a aménia,
tém que contar com o nitrito produzido por outrag nitro-bactérias
(Nitrosomonas e Nitrosococcus).

-

Outre exemplo é encontrado entre certas leveduras do género
Saccharomyees em associacho com determinadas bact ‘rias do género
Acetobater, em melo gue contém aciicar,

-

A levedura, a partir dos aclcares, produz 4leoo] que é apro-
veitado e transformado e Acido acético pelas bactérias que nfo
s8o capazes de agir diretamenie sbbre o aclicar. Nesgse caso, &8
bactérias nflo prestam o menor auxilio & levedurs, 4 eusta da qual
ge mantém vivendo com ela em perfeita harmonia,

A metabiose & por asgim dizer, uma forma unilateral de sim-
biose, em gue um =6 miecrorganismo é beneficiado.

Simbiose e melabiose s8o denominactes convencionais que muitas
vizes escapam £0s limites determinades pela definicio,

Da mesma forma, duas bactérias gue na naturers vivem am
simbiose podem, em condicbes experimentais, tornar-ge antagdnicas.

ANTIBIOSE

A antibiose. como j4 vimes, significa o antagonismo, a luta
pela dpsia de nio morrer, sustentada por um microrganismo que
procurs eliminar as espéeles concorrentes,

Ao contririo da sgimbiose, o fenfdmeno da antibioze & mujto
mais freqliente entre os microrganismos e, especialmente nestes GlEi-
mos anos, tem sido lsrga e minuciosamente estudade por infimeros
pesquisadores,

Em a natureza podemos encontrar relagdes antagdnicas entre
uma bactéria e outra, entre cogumelos e hactériag, entre bactérias
e protozodrios e assim por diante,
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Sao exemplos nitidos de antibiose a producio de acido ldetico
4 custa da lactose pelog lactobacilos, e a claboraciio de dicool a partir
de agicar pelas leveduras. Tanto o decido lactico como o alcool sdo
substincias que impedem a wvegelacfio e, segunde a concentracio,
podem produzir a morte de numerosas bactérias,

Um exemplo euriozo seguido de antibiose encontra-se na asso-
ciacfio, no leite, entre as bactérias lacticas ¢ as profeoliticas.

A principio, o excesso de acido lactico produzido, sendo neufra-
lizado, 4 custa das bases amonhiacais elaboradas pelag bactérias
proteoliticas, garante vida melhor acs Ilactobaeiles; depois, pelo
actimule de dcido formado, as bactérias protecliticas acabam sendo
destruidas.

H4 casos em que nfo se sabe qual & o agente da antibiose.
Assim, o Streptococcus lactis Impede o desenvolvimento do B. sub-
tilis, nfio s6 no leite como em oulros meios livres de acticar, nfo
se conhecendo, ainda, o mecanismo desta agio antibidtica. O mes-
mo foi observado, por ToLEDO MELO 2, entre certos lactobacﬂo;, e
o B. wwubtilis semeados juntamente em leite,

N

As bactérias produtoras de acido acético, 4 cusla do dlcool eti-
lice, agem sdbre ag levedurag produtoras de &lcool & cugta de aglcar,
nioe s6 pelo 4cido acético produzido como também por influéneia
de um fator ainda desconhecido,

Sabe-se, desde muito tempo, que og produtos do metabolismo
de um microrganismo podem interferir sériamente sdbre o desen-
volvimente de outro.

Nos tempos de Pasteur j4 se havia observade que os animais
com tuberculose eram mais resistentes que os sfios, 4 infecclo pelo
carblneulo; posteriormente, fol demonstrado que também “in vitro™
existe antagonismo entre oz doiz bacilos patogénicos.

EMMERICH 0, em 1900 foi quem primeiro isclow um produto
de origem bacteriazna, que inibia o crescimente de certog germes
patogénicos.

A substéncia anfibacteriana que 8le denominou piccianase fol
isolada da Pseudomonts aeruginose (B. pilocidnico).

FROST, em 1904, féz estude detalhado sbébre o antagonismo
entre certos germes do solo e outros patogénicos. Verificou que
os saproéfitas do solo produzem substéncias capazes de impediv
crescimento e até mesmo destruir bactérias patogénicas,
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MiUHgsAM 293, em 1908, verificou gue a piocianase impedias o
creseimento do bacilo diftérico “in vitro” e obteve resultadog satis-
fatérios, usando-a em casos clinicos. Pode-se considerar a piocia-
nase como & primeira substincia antibidtica usada em terapbuiica.

VAUDREMER 291, am 1813, chservon que bacilos da tuberculose
humana perdiam o poder patogénico, apsz ficarem em contacto,
durante 24 horas a 38°C., com um extrato filtrado de Aspergilius
fumigatus.

Em 1929, FLEMING® observou que um ¢ogumelo do género
Penicillinm era capaz de produzir, em culiivo, uma subsineiz fil-
travel com acentuadas propriedades inibidorag sObre bactérias
Gram-positivas como os estafilococos, estreptococos, pneumaococos e
alguns cocog Gram-negativos, gonococcs e meningoéocos. O cogl-
melo produtor foi posteriormentes identificado como sendo o Pend-
cillisgm notfatum (Westling)., Em virtude da grande instabilidade
da substéneia bacteriostatica, FLEMING ndo conseguiu isola-la e deu .
o nome de penicilina ao filtrade de uma cultura em caido do cogu-
melo gue jsolow.  Esta substdneia possuia acfio seletiva, nfo inibindo
o bacilo de Pfeiffer, o bacilo coli e outros. FrEMING demonstrou
que essa substfncia, pelas suas propriedades bacteriostiticas sele-
iivas, poderia ser usada como agente inibidor no isolamento de certsas
bactérias, especialmente do H, influenzae., Embora nioc a obtivesse
em estado de pureza, verificando que grandes doses nfo eram toxicas
para of animais e a instilacio da conjuntiva humana, repetida-
mente, nflo produzia efeitos irritantes, sugeriu o uso da peniecilina
para o tratamento local e administracio hipodérmica em dreas
infectadas por germes sensiveis, 8

Em 1932, CLUTTERBUCK, LOVELL e RAISTRICK modificaram o
meio liguido de Czapek-Dox e, cultivande néle o Penicillium nota-
tum, verificaram g producfo de penicilina. Conseguiram, entre-
tanto, isolar apenas ym pigmento, a crisogenina, que nflo apresel-
tava acfio antibacteriana.

Em 1935, REID, embora nfio tivesse também conseguido isolar
a peniciling, estudou algumas de suas propriedades, confirmando
as chservagtes de FLEMING,

Apés a descoberta de FLEMING seguiu-se um peériodo pratica-
mente estacionario que se prolongou até 1987, gquando WAKSMAN
deu um grande impulso aos estudos sbbre os antagonismos miere-
bianos, proeurando isolar as substfineizs antibibticas.
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SUBSTANCIAS ANTIBIGTICAS

Denominam-se, imprecisamente substincias antibiéticas fodes
6s produtos elaborados, principalmente, por bactérias e cogumelos
¢ que apresentam propriedades antimicrobianas seletivas mais ou
mencs acentuadas. Esfas substinecias diferem dos antissépticos e
desinfetantey guimicos eomuns, por sua aclo eletiva sbbre determi-
nadas espécies de microrganismos, A sensibilidade dos microrga-
nismos depende da nafureza ou da constifaicio da substineia anti-
bidtica. Como veremos adiante, certos germes sensiveis a uma de-
terminada substiéincia antibidtica ndo o sfo a oulra. As subs-
tAnecias antibioticas podem agir tanto sdbre bactérias como sbhre
coguimelog ou protozoarios. Sobre as bactérias elas podem agir
eomo hacteriostaticas, bacterioliticas ou bactericidas; stbre o8
cogumelos, fungistaticas ou fungieidag, segunde apenas impecam
o erescimento ou destruam oz fungos. '

WAKSMAN #%2, 1o IV Congresso Geral da Sociedads de Bacte-
riologistas Americanos, realizado em Qhic 2 28 de Dezembro de 1942,
apresenton uma elagsificacfio das subst@nciag gntibidticag conheci-
das. Este autor, bassando-gse na natureza quimica dessas substn.
ciag, classificou-as nog 7 grupos scguintes:

1o —— Corpos lipbides ............. Piocianase, clavacina.,
2.0 v Plgmentos ........vuiinriaan Piccianina, prodigiosina, crisogenina,
" clororrafina, toxoflavina e actinomicina,

3.2 ~ Polipeptidics ............... Gramiciding, tirotricina, lisozima, acti-
nomiceting.,

4.5 — Compostos que contdm enxofre Gliotoxina,

5. — Compostos do tipe guinona .. Citrinina, &ecido penieilico, fumigatina ¢
pogsivelmente penieilina,

6o - Bases orgdnicas ......v.0..- Rstrepiotricina.

708 — Outros agentes ............ Fomigacinag, ete.

O propric WAKSMAN #2 estudando ¢ modo de aclio das subs-
t&neing antibidticas sdbre as bactérias, concluiu que elas agem inter-
ferindo sébre determinados processos metabélicos essenciais da bae-
téria, pelas seguintes formas:

1) Por oxidacio de uma substincia metabdlica que deve ser
reduzida no processo de nutricio da bactéria. '

2y Combinando com ¢ meio nutritive ou com um dos geus com-
ponentes, tornando-o imprépric para a bactéria.

3) Competindo por uma enzima exigida pela bactéria para sen
processe metabélico essencial.
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4)  Afetando a tensfo superficial da hactéria,

5) Influindo sébre ¢ meecanismo da respiracdo.

6) Interferinde na reproducfo da bactéria,

Baseande-ge no grau de toxicidade, com relacfio aos animais,
WAKSMAN 3% dividin as substincias antibidticas em 28 grupos:

1.9 — Atéxicas ou de pequens to- Peniciling, citrinina, plocianase e acti-
xictdade . ........ .0 e nomicetina.
2 — Fracamente téxicas ........ Gramicidina, tirociding, estreptotricina
e giiotoxina.
3.0 — Altamente t6xicas ..... veo. . Actinomieina.

As possibilidades terapéuticas da malor parte dessas substédn-
cias ainda nfo s80 bem conhecidas, pois, foram, em maioria, frutos
de pesguisas recentes e seus estudos nfio estdo ainda completos.

Teriamos que nos estender muito, e, fugiriamos do objetivo
déste trabalho, se féssemos relatar os estudos feitos sébre cada
uma dessas substineias,

Queremos lembrar, entretanto, que estudos acurados tém de-
monstrado gue uma dada substineia antibidtica pode ser produzida
por microrganismos diferentes, assim como um dado microrganismo
pode produzir mais de um antibidtico.

Isio explica o fato pelo qual uma determinada substdneia anti-
bi6tica produzida por diverses microrganismos foi descrita pelos
autores com denominacbes diferentes,

Assim, a clavacina elaborads pele dspergillus clovatus, WAKS-
MAN € col 39, a elaviformina isolada do Perdcillivm clowiforme por
CHAIN e col.¥7; a elavatina produzida pelo Aspergillus elovatus,
BERGEL ¢ col.2 e a patulina isolada do Penicillium patulum por
RAISTRICK e col. 220 gfip atualmente, consideradas substinciss idén-
ticas,

WAKSMAN e WOODRUFF 2 igolaram do Aetinomyces antibioticus
a actinomicina, composta de 2 fracées: A e B, A actinomicina A,
dotada de alto poder bacteriostitico e fraca atividade bactericida,
e a actinomicina B, poderose bactericida e fraco bacteriostatico.

Do Aspergillus floves, McKER ¢ Mo PHILAMY ¥ isclaram uma
substéncia semelhante 3 penicilina, que denominaram flavaeidina;
BusH e GOoTH % extrairam a aspergilina, nome que recomendam mi-
dar para flavicina a fim de evitar a possivel confusfo com o 4cido
aspergilico isolado do mesmo cogumelo por WHITE e HILL 3%,
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O Aspergillus fumigetus pode produzir a fumigacina 3%, a fu-
migatina 1%, o 4cido helvélico 8 ¢ a aspergilinga 29,

A spinulosina, que foi isolada do Pendcillium spinulosum (RAIS-
TRICK, H., 1938), foi também obtida de uma raca de Aspergillus
fumdgatus. 10

DuBos 73 obteve, do Bacillus brevis, a tivotricina que é compos-
ta de duas substincias isoladas por HOTCHEKIsS e Dugos #49: grami-
cidina e tirocidina. A primeira mais ativa sObre bactérias Gram-
positivas e a outra sdbre as Gram-negativas,

- PRATT e QUTROS 22% pbtiveram de euliuras de Chlovella vulgo-
g e Chlovella pyrenoidose uma substincia que denominaram clo-
relina, ativa contra germes Gram-positivos e Gram-negativos: St
wurens, Streptococeus pyogenes, B, subtilis, E. coll, P. aeruginosa,

CAVALLITO, BUCK e SUTER *? Isolaram do Allium sativum a ali-
cing que ,em diloiefes a 1:125.000, inibe o crescimento de numerosos
germes Gram-positivos e Gram-negativos,

O Pewnicillium wotatum, além de produzir a peniciling, pode ela-
borar outrag substincias antibiéticas. COULTHARD e col, 67 ghtive-
ram déle uma substincia diferente da penicilina que, a principio,
denominaram penicilina A, e que depois, para evitar confusio, pas-
garam g chamar de notatina,

KocHorLaTy 157 ¢ 158 japlouy & penatina; ROBERTS e outros #%2 e
Van BRUGGEN e col. 2%% isolaram a penicilina B. .

A notatina, penatina, peniciling B, elaboradas pelo Pendeillium
notatum (Weslling) sfo também consideradas idénticas, atualmen-
te, diferindo entretanto da penicilina de FLEMING.

Substincias antibi6ticas semelhantes & penicilina foram obtidas
de diferentes espécies de cogumelos, por diversos pesquisadores;
do Aspergillus flavus, por BUSH e GOTH 3, do Aspergillus gigan-
teus Wehm, por PHILPOTZH; & do A. parasiticus, por COOK e
LACEY 62,

Além dessas espécies, FLOREY e col. ¥® verificaram que os se-
guintes cogumelos também produzem antibidticos semelhantes § pe-
nicilina: P. fluorescens (6621) ; P. rubens Riourge (6643); P. avel-
lanum Thom o Turesson (8751): P. baculatum Westl, (3956); e
P. iurbatum Westl, (6523). Os niimeros entre parénieses sfo da
“Natlonal Collection of Type Cultures”.

ATKINSON 15 examinou 68 culturas de Penicillium isoladas de
fontes naturais, verificande que 18 eram produtoras de substin-
cias antibacterianas; dividiu-as em 2 grupos:
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0 1.° grupo compreendendo as culturas isoladas dos meios de
laboratéric € gue preduzem, no meio de Czapek-Dox modificado,
penieiling ativa contra o Staphylococcus aureus;

0 2.2 grupoe constifuido por culturas isecladas de frutas e vege-
tais, produtoras de penicidina e que eram ativag contra a Eberthel-
la typhosa.

A penicidina é uma substéncia antibiética obtida por ATHIN-
gox 14 de um Penicillium eualtivado no mesmo meio usado para pro-
ducio de penicilina. KEssa substincia é ativa contra germes Gram-
positivos e Gram-negatives, inibindo o crescimento do bacilo tifico
na diluicio 1: 100.000.

DECOBERTA DA PENICILINA

A peniecilina, o mais poderoso agenfe guimioterapico antibacte-
riano, como sabemos, ¢ produzido por um cogumelo, Penicillivim
notatum. Sua descoberta, embora tenha sido deserita como pura-
mente acidental, foi, na realidade, o resuliado feliz de longos anos
de estudo dos inibidores bacterianos por ALEXANDRE FLEMING.

Tendo sido discipulo de ALMROTH WRIGHT, FrLEMING durante
téda a sua earreira se interessou profundamente pelo estudo da
destruicfio das bactérias pelos leucéeitos.

Durante a guerra de 1914-1918, fazendo pesquisas sbhre os fe-
rimentos infectados, FLEMING ficara impressionade com a observa-
cdo de que os leucéeitos, possuindo elevado poder antibacteriano,
eram, em geral, mais destruidos pelos zntissépticos quimicos do que
as préprias bactérias. Tendo demonstrado gue os leneeitos no pus
possuem acentuado poder antibacteriano, concluin que os antissépti-
cos quimicos comuns apresentavam pouco ou nenhum valor no tra<
tamento désses ferimenfos sépticos. Era natural, poig, que éle
procurasse investigar substincias antibacterizanas que nfio afetas-
sem o8 leucoOcitos ou os tecidos humsnos. Tendo prosseguido seus
egtudos em 1922, FLEMING ** descreven um poderosce fermento anti-
bacteriano encontrado na clara de Gvo de galinha, e nos tecidos ou
gsecrecles humanas, ao gqual denominou lizozima.

Seis anes mals tarde, em sctembro de 1928, no Departamento
de Inoculaciio do St. Mary's Hospital, de Londres, enquanto fazia
seus estudos sébre a variacdo de coldnias de estafilococos, FLEMING
ohservou um fato surpreendente. Num lado de uma das placas, dei-
xadas na temperatura do laboratério, havia crescido uma grande
coldnia de um cogumelo em volta da qual, até umsa distdneia eonsi-
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deravel, as coldnias de estafilocos, no dizer de FLEMING, foram
“indubitdvelmente lisadag”,

A contaminacfio, em si, era cousa esperada, pois as placas ha-
viam sido expostag ao ar para o exame microsedpico das coldnias.

0O que surpreendera o pesquisador inglés fora a apreciavel area,
a0 lado do cogumelo, em que aparecia apenas a sembra das coldnias
de estafilococos que haviam crescido bem, revelands o aparecimento
de um agente “bacteriolitico™ elaborado pelo fungo.

Dado sen interésse pelas substincias antibacterianas, o eximio
pesquizador, com fio de platina transplantou no meio de Sabouraud
esporog da coldnia do cogumelo contaminante. Examinada a mor-
fologia e 08 ecaracteres culturais do cogumelo isclado, FLEMING 38
ohservou gue era um Penicillium que se assemslhava muite ao Pe-
nicillium rubrum (Blourge) ¢ que nfo era raro ho ambiente do la-
boratério.

Pogteriormente, o proprioc FLEMING ¥ verificou que o notavel
cogumelo se identificava com o Penicillium notatum (Westling).

Procurando pesquisar a substdncia inibidora, FLEMING semeou
a cultura pura do Penicillium em caldo comum. O cogumelo cres-
cen na superficie do meio como uma camada com aspecto de feltro.
Apds uma ou duas semanas, o liguido do meio de cultura diluido
de 500 a 800 vézes, impedia completamente ¢ crescimento dos esta-
filococos. Verificou gue a substéncia inibidora era filtravel e pos-
suia também acentuadas propriedades hacteriostiticas sbbre nume-
rosas bactérias patogénicas,

Demonstrando que a penicilina, inoculada em grandes doses,
nic era toxica para animais, e quando aplicada, repetidamente,
nio irritava a conjuntiva humana, FLEMING abriu caminho para
o desenvolvimento do seu emprégo em terapéulica.

A esta grande descoberta, seguiu-se uma Jonga série de pes-
quisas de numerosos antores que estudaram, nfio s6 as propriedades
da penicilina, comop também os caracteres culturais do Pendcillivin
rotatum e as condicies do seu crescimento em meios sintéticos.

As dificuldades éncontradas para a extracio e purificacio da
penicilina, em virtude de sua instabilidade, ndo permitiram que,
durante variog anos, tivesse malor aplicacio pratica,

Somente em 1940, CHAIN, FLOREY e col.*8 conseguiram exfrair
do meio de cultura um pé parde cuja soluciio aguosa era estével por
muito tempo e, embora nio fHsse uma substdncia pura, possuia vm
poder antibgeteriano elevado,
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No ano seguinte, na Inglaterra, ABrRATAM, CHAIN, FLOREY ¢
outros 2, consegtiram um método de produco, extracio e purifica-
¢do da penicilina em quantidade suficiente para permitir seu uso
em casos clinicos. Demonstraram &sses autores que tal substincia
desenvolve uma acfo terapéutica considerivel em infecedes experi-
mentais nos animais e em infeccles pidgenas no homem,

FLOREY, em 1941, tendo ido aos Estados Unidog e conferenciado
com membros do “National Research Council” & do “U. 8. Depar-
tment of Agriculture”, despertou-lhes um grande interésse pelo es-
‘tudo dos métodos de produciio e purificacde da penicilina. Imedia-
tamente formou-se um ndcleo de estudos em Peébria, no “Northern
Regional Regearch Laboratory™, do Departamento de Agricultura
dos Hstados Unidos. Com 2 cooperacio do “Committee on Medical
Research” do “National Research Council”, FLOREY encorajon di-
versas firmag comerciais norte-americanas a empreender a prodncio
em massa da substdncia tio almejada. Sem divida, 2 grande ne-
cessidade de agentes antibacterianos trazida pela guerra atual, con-
tribuin muito para a réapida producfio industrial da penicilina.

Atualmente, algumas dezenas de laboratérics, nos Esiados
Unidos, Inglaterra e Canadd sstfo produzindo penicilina, em tal
escala, que é suficiente para atender, pelo menos em parte, 4s ne-
cessidades de outros paises que ainda nfo a produzem,.

Embhora tenba side obtido ¢ sal sédico em estado de pureza
e estudadas suas propriedades guimicas, a penieilina é ainda pro-
duzida por culturas do Penicillium notafum, enquanto Numerosos
pesquisadores Iutam, porfiladamente, pela obtencio do produto sin-
tético. '

Recentemente, RAPER, ALEXANDER e COGHILL 2%% conseguiram
obter uma substincia idéntica & penicilina, partindo de culturas
A6 Penictllium chrysogenum,

Segundo éstes pesquisadores, o P. chrysogenum “N. R. R. L. n.?
1951.8B25” produz penicilina tanto por cultive em superficie come
por cultive submerso. Diante disso, a penicilina deixa de gser um
nroduto exelusivo do metabolismo do Pewieillium notctiom.
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CARACTERES MORFO-BIOLOGGICOS DO
PENICILLIUM NOTATUM

Ao iniciarmos nossos estudos em 1941, procuramos, primeira-
mente, fazer um estudo micolégico do Penicillium notatuin, certos
de¢ que o conhecimento detalhade da morfo-biclogia do cogumelo era
a primeira condiclio importante para ¢ €xifo na producdo de peni-
cilina. Estes estudos foram publicados em 194212 e repreduzidos,
em parte, neste ecapitulo,

ORIGEM E POSICAO SISTEMATICA

O cogumelo produtor da penicilina, isolado em setembro de
1928, por FLEMING, foi, a principio, considerado como sendo Peni
cillium rubrum (Biourge) ; mas, posteriormente ®¥ foi identificado
como Penicillivm nototum (Wastling), espécie que segundo THOM,
tinha sido descoberta por WESTLING no hissdpo em putrefacidio, na
Noruega.

A cultura com a qual trabalhamos fol enviada ao Instituto Adol.
fo Lutz, pelo Dr. CHARLES THOM, do “United States Department
of Agriculture”, com a indicacfio: 144-5767 do germe de Fleming.
Fgte microrganismo € classificade no ramo Eumycetes (Engler e
Gilg), classe Ascomycetes, ordem Plectascales, familia Aspergilla-
veae, género Penicillium, espéeie P. nototum (Westling),

CONDICOES DE CULTIVO

O penictllium notabum é um cogumelo estritamente aerdbio
crescendo na superficie dos meios liquidos estacionados. Cresce,
também, em profundidade como cultura submersa, em meio Iguido
com suficiente aeracdo e agifacio,

Desenvolve-se bem em temperatura ambiente (18%.28°C).
ARRAHAM ¢ col.® para producie de penieiling, culfivaram-no com
stcesso a 24°C.
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Verificamos que em geladeira (--4°C) o seu desenvolvimento
& muito lento, ¢ mesmo acontecendo em estufa a 37%C, Nio é um
copumelo exigente, poig cresee bem nos meiog comuns de cultura.
O meio de Sabouraud-glicose é satisfatério para os transplantes,

Observamos que no meio de Czapsk-Dox, o extrato de levedura
em concentracio de 1% acelera o crescimento do P. notatum, e que
o nitrito de sédio (0.3%) em substituicio ao nitrate, prejudica
acentuadamente o desenvolvimento,

EXAME MACROSCOPICO DAS CULTURAS

EM MEIOS S8o0LIDOS

Caracteres das coléndas gigonies: Semeamos uma suspensdo
de esporos em frascos de Erlenmeyer com meio de Sabouraud-glicose
e verificamos, apdés b a 7 dias de incubacfo, em temperatura am-
binte (18°-26°C), o seguinte aspecto: desenvolvimenio de uma co-
Iénia discdide com alguns centimetros de didmetro. A face superior
da ¢olbnia é séea, de aspecto rugoso e de natureza aveludada. Apre-
senta numerosos sulcos dispostos como raios de circunferéncia.
Quanto & cbr e ao aspecto, distinguimosg & zonas coneéntricas: central,
intermediiria e periférica. A zona central, de cbr verde, é mais
saliente; possui filamentos mais aéreos e apresenta, na superficie,
obtas amarelas que ndo molham a eoldnia. A zona intermediiria,
de ¢or branca, com nuances esverdinhadas, possui filamentos menos
aéreog que se continuam externamente por outros delicadissimos,
como franjas de 2 a 8 milimetros de extensfio, aderentes ao meio e
que constituem a zona periférica. As gitas que freqiientemente apa-
recem ha superficie da coldnia formam-se 4 expensas da agua do
meio de cultura.

A face inferior da eoldnia & fimida, lisa, de cdr branca-amarelada
e gse apresenia crivada ou fendida, principalmente guando existem
gotas na face superior ou aerdbia. A coldnia elabora um pigmento
amarelo que se difunde no meio de cultura. No meio de Sabouraud-
maitose os caractéres das coldnias sfo semelhantes aos ja descritos,
apenas com variacio na tonalidade das chres.

No meio de Czapek-Dox modificado, com 2% de 4gar, os ca-
ractéres das coldniag se repetem, porém, o pigmento amarelo apa-
rece melhor e se difunde facilmente pelo meic, terminando por
cord-lo completamente de amarelo, A fotografia 1 mosira o aspecto
de uma cclénia cigante de P. notafwm nesse meic de cuitura.
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BEM MBIOS LIQUIDOS

No meio de Czapek-Dox, modificado por CLUTTERBUCK, LOVELL
e RAISTRICK °7 observamos todos os caracléres ja deseriios por
ABRAHAM e colaboradores® Em ecaldo Holtinger o eogumelo de-
senvolve-gse mais lentamente, podendo-se, entretanto, acelerar o cres-
cimento juntando-se a ésse meio 4% de glicose,

Nesses meios liguidos com mais de 2 eentimetros de alturs,
além do crescimento na superficie com aspecto de feltro econtinuo
e compacto, o cogumelo forma no fundo do frasco um sedimento
braneco, de aspecto flocoso. O pigmento amarelo acima referido é
elaborado pelo micélio superficial ¢ rapidamente ge difunde no meio,
tornando-o, de jncolor, amarelp-ouro. Algumas vézes a producido
de pigmento é pequena e o meio fica levemente corado (amarelo
palido) ; outras vézes, a ¢br do meio torna-se amarelo- alaranjada,
e até avermelhada, quando a producio do pigmento & muilo infensa.

EXAME MICROSCOPICO DAS CULTURAS

As culturas de 2 a 3 dias em temperaturs ambiente apresentam
micélio dezenvelvido constituido por filamentos septados ou
hifas retilineas ou enroladas, anastomosando-se muitay vézes ¢ emi-
tindo ramificacdes laterais. O micélio d4, também, origem a fila-
mentos férteis denominados conididforos que sustentam os aparelhos
repredutores do cogumelo. O aparelho reprodutor, chamado coni-
diano, e que caracteriza o género Penicillium tem a forma de pincel
ou vassoura. Ele é formado por um conidiéfore, filamento fértil,
que se divide em ramos: €sses por sua wvez se subdividem dando
ranulos ou, diretamente dio origem as métulas que sustentam cé-
lulas alongadas espordgenas denominadas fidlides ou esterigmatas.
Essas dltimas geram esporog assexuados chamadog conidios gue se
dizspbem em cadeias no seu préprio prolongamento, Ag fidlides, em
numero de duas, trés ou mais, formam entre si dngulog agudos eujos
vértices cstéo ligados &s extremidades distais das métulas, consti-
tuindo assim os verticilios.

Observando-se 0 cogumele apés 5-T7 dias de cultivo, verifica-ge
que aumenta muito o nfimero de aparelhos conidianos, os quais
entdo libertam grande gquantidade de exosporos. A fotografia 2
mostra um aspecto do cogumelo nesta fase,



Fotografia 1

Coldnia gigante de Pendcillivm nofatum, 10 de dias
cultive e meio de Czapek-Dox mod.
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de cultivo, verificamos completa acidificacio da glicerina. Nos
dias seguintes, chservamos a viragem do indicador para o lado alca-
line nos tubos de dexfrose, sacarcse e maltose, enguanto que nos
tubos de glicerina a acidificacfic permanecen por tempo mais longo
{3-4 semanas).

Foram negativas as provas de fermentacdo de: adonita, amido,
arabinose, dextrina, duleita, esculina, galactose, inulina, inosita,
laetose, levulose, manita, rafinose, galicina, sorbita, trealose e xilose.

OUTRAS PROVAS

O cogumelo ndo acidifica nem evagula o lefte, porém cresce
bem nesse meio produzindo pigmento amarelo, Niao liguefaz a gela-
tina. Reacdes de Voges-Proskauer e de vermetheo de metila nega-
tivas (5 diag).

Niéo produz indol ¢ nio reduz nitratos a nitrites (10 dias).

ACAO PATOGENICA

A fim de nos certificarmos se a manipulacdo do Penicillium
wotwbum poderia ou nio oferecer perigo de infeccdo, fizemos ino-
culaghex em animais de Iaboratdrio. Preparamos uma suspensio de
esporos lavando, com 10 cm® de solugdo fisioldgica, a superficie de
uma cultura de 7 dias em meio sélido inclinado,

INOCULAQGES EM COBELHOS

Injetamos I cm?® da suspensfio de csporos una veiaz de um coelho.
Noutro injetamos a mesma dose por via subcutdnea, 10 diag apés
reinoculamos com doses jdénticas. N&o verificamos reacdes térmi-
cas nem oufros sintomas de moléstia, durante 3 meses de cbservacéo,

INOCULAQ3ES BM COBATOS

Em 4 eobalos, cujos pesos variavam de 225 a 380 grs., injetamos
0,5 cm® de suspensfic de esporos, subcutdneamente, na virilha. Ino-
culamos também a mesma dese num 5. cobaio, porém, Intraperifo-
nealmente. Um dos 4 primeiros morreu 24 horas apés. A autdpsia
nada revelou, a nio ser leve hiperemia no ponto de inoculacho. 10
diag apds, os 4 cobaics restantes foram reinoculados com as mesmas
doses, Uma semana depois da 22 inoenlacdo , morreu o cohaio
injetado intraperitonealmente, A autépsia nada revelou. O exame
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histo-patolégico do pulmio, feito pelo Dr. Jodc Montenegro, reve-
lou apenas hiperemia e infiltra¢fic peri-vaseular., (O exame do fi-
gado s6 demonsirou disereta infiltracio peri-vascular. As culturas
désseg Orglos foram negativas para o cogumelo em estudo. Apés
3 meses de observacfo, os 3 cobaios restantes continuavam normais.
Sacrificamos um e semeamos fragmentos de figado, pulmio e bago
em meic de Sabouraud-glicose, resultando culturas negativas.

INOCULACORS BM CAMUNDONGOS

Inoculamos 0,2 em?® da suspensio de esporos em 10 camundon-
gos de 20 a 25 grs, sendo em b por via intraperitoneal e, nos 5
restantes, por via subecuténea. 10 dias apdés foram reincculados
com as mesmas doses. Todos sobreviveram e nio apresentaram
quaisquer sinfomas de moléstia, durante 3 meses de observacfio.
Apds ésse tempo, sacrificamos 2 camundongos e retiramos frag-
mentog de figado, pulmioe e bago, que foram semeados em meio de
Sabouraud-glicose, com resulfados negativos.

CULTURAS SECAS DO P. NOTATUM

Tendo, em 1941, semeado o P. notatum no meio de Czapek-Dox
com 5% de extrato de levedura, em frascos de Roux, e deixando-os
expostos durante varios méses, & temperatura ambiente, obtivemos
culturas sécas. KEgtas apresentavam-ge com o aspecto de pé escuro,
cbr de cacau, formado prineipalmente por esporos de morfologia
normal e fragmentos de micélic ou hifag,

Essas culturas séeas, transplantadag para os meios habituais,
reproduziram o cogumelo com todos os seug caracteres morfoldgicos
¢ bioquimicos, incligive g propriedade de elaborar penicilina. Infe-
resgados, entilo, na obtenclo de culturas séeas para fins de conser-
vacio, COmMecamos a usar um processe mais rapide de secagem. Apds
0 creseimento do eogumelo no mesmo meio, distribuido em tubos
de hemolise (1 em?®) obtivemos as culturas s€cas em poucos dias de
permanéneia em extufa, a 37°C.

Fechados ésses tubos & chama de um bico de Bunsen, eonservamos
em temperatura ambiente até o presente, 3 déles foram abertos
dois anos apds a secagem e semeados nos meios de Sabouraud e
Czapek-Dox. De um dos 3 tubos nfio recuperamos a cuitura, po-
rém dos restantes obtivemos cultivos normails que revelaram ele-
vada capacidade penicilinégena,
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Atualmente, secamos as nossas culturas de Pewicillivm noteltum
pelo método libfilo empregado pars véarios fins,

A téenica que adotamog foi a seguinie: distribuimos, estéril-
mente, a4 cada tubo de hemdlise, 0,5 em® de sbro normal de cavalo.
A cada tubo transplantamos uma alca de platina carregada de
esporos de uma cultura de 7 dias do P. nofetum em meio inelinado
de Sabouraud; (obtém-se na alea uma guantidade grande de es-
poros, tocande-a préviamenfe no sbro contide em cada tubo)., Os
tubog, eom o0s esporos suspensos no sOro sanguineo, sdc imediata-
mente refrigerados a -40°C, para a congelacfio que precede a gecagem
& vacuo. A refrigeracdo obiém-se com misturas de neve carbénics
e dleool, O fechamento dos tubos é feito apds a secagem com bico
de Bunsen. Hssas preparacies liofilisadas devem ser, preferivel-
mente, conservadas em geladeira.

Embora ainda nfo possuamos longa experiéneia, temos a im-
pressdo que 6sse é um meio 6timoe de secagem, pois obiivemos cul-
turas ativas, sem excecfo, de virios tubos fechados durante mais
de um ano.

A secagem constitnd um dos métedos mais eficiéntes para pre-
venir a degeneracfio dag culturas do Penicillium notelum.

Como sabemos, de modo geral, todos os germes conservados por
repiques em meios artificiais tendem & degeneracfo. Isto acon-
tece fambém com o P. nofatwm, que, ao lado das modificacdes de
aspecto cultural, apresenta diminuicio ¢ até perda da atividade pe-
nicilindgena.

FosTER e WoonRUFF ¢ recomendam misturar os esporos de
cultura ativa, com areis ou terra, em fubos, anfes da secagem em
baixa temperatura.

Betes autores psam essas culturas séeas como material de se-
meadura para producio de penieilina, polz juigam que as culturas
assim conservadag mantém a atividade penicilindégena, indefinida-
mente,

CULTURA DE P. NOTATUM PARA PRODUCAO DE PENICILINA

Em qualguer escala de producfio de penicilina, experimental ou
industrial, por meic de eultivo em superficis oy em profundidade,
o éxito depende, primeiramente, da capacidade penicilindgena da
cultura do P, notafum.
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FosTER ¢ WOODRUFF 198 verificaram que racas de P. nofatum
de origens as mais diversas, apresentam diferencas muito grandes
na capacidade de produzir penieilina e afirmam que hé mais pos-
gibilidade de se obfer rendimento 6timo, comecando a trabalhar
com a melhor raca possivel do cogumele, do que iniclar com modi-
fieages do melo e dag condicbes de cultivo. Para se aleancar uma
producfio 6tima e constante deve-se, primeiramente, conseguir o
wseguinte;

1.°) Obler a culfura mais ativa de P. notatum, por isolamento
2 contrble da atividade penicilinégena;

2.%)  Manter a cultura selecionada em condicbes gque impecam
& degeneracio e a diminuicdo da capacidade claboradora de peni-
eilina, :

OBTENCAC DE CULTURAS MUITO ATIVAS

Fista tarefs torna-se mais simples quando se dispde de vAarias
racas de P. notatum usadas por laboratorios diversos para producao
de pcnicilina. Devemos lembrar, que a maior parte das cnlturas
entdo utilizadas, derivam da raca 144-5767, original de Fleming,

Outras racas, eniretanto, foram usadas e werificou-se que as
variacdes da atividade sfo também devidas & melhor adaptacio de
uma determinada raca a um dado meio de cultura. KEssas novas
racas sho conhecidas pelo nome do pesquisador ou do laboratério em
que foram isoladas ou adaptadas.

Em nossa colecfo possuimos numevosas racas de Penicillium
potatum, entre ag quais temos obtido melhores resultados com as
seguintes: raca 144-5767, recebida do Dr, Charles Thom e cedida
pelo Dr. J. P. Carvalho Lima, dirctor do Instituto Adolfo Lutz de
Sie Paulo; raca Squibb 832, recebida do Dr. Ruy Vieira da Rocha,
da Faculdade de Medicina de Porto Alegre; ¢ a raca N. R. R, L.
1249, B21 do “Northern Regional Research Laboratory” de Pedria,
cedida pelos Drs. Areia Ledo e Amadeu Cury, do Institute Osvaldo
Cruz, do Rio de Janeiro,

Podemos admitir que se consiga uma ou mais racas ginda com
‘maior atividade do que as conhecidas, todavia, devemos lembrar que
RAPER e COGHILLYY isolando 50 cogumelos azuis ou verdes, de
frutas, de alimentos, do sélo, ete., verificaram que nenhum era 0
P. notatum. HEm numerosas pesquisas feitas, apenas em um por
cento encontraram o referido ecgumelo.
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KOCHOLATY 1% experimentando 5 racas de Penicillivim notatum
verificou, também, que elas variam muito na propriedade de pro-
duzir penieilina. ‘

Diante do exposfo, para se obter a melhor cullura possivel, é
aconselhdvel fazer provas de selecBo com as melhores ragag que
pela origem ou caractéres morfolégicos se supfem ativas. Identi-
fica-se melhor, fazendo provag comparativas num meio favoravel.
Estas provas de selecfio, para que fenham valor, devem ser feitas,
pelo menocs, em triplicata ¢ sfo necessirias dosageng -didrias, num
periodo de 5 a 14 dias,

A pesquisa da capacidade penicilinégena s6 é valiosa quando
as culturas sfo puras, e para se ter maior seguranca disgo é neces-
sério fazer, préviamente, o isolamento de colénias em placas ou
frascos de ampla superficie com meic de Sabouraud ou outro ade-
quado. Para ésse isolamento, preferimos o meio de Czapek-Dox
modificado, com 2% de dgar, por ser um meio claro, permitindo
exame melhor da face inferior das colénias.

As colénias, isoladas em placa, podem apresentar caracteres
eulturais diferentes. Algumas esporulam abundantemente, com

esporos de edr verde e outras quase nfo frutificam, apresentando
micélio esbranquicado de aspecto cotonoso.

CLUTTERBUCK e col,, em 1932, ji haviam isolado dois tipos de
de coldonias e verificaram que sdbmente ag colénias verdes revelavam
atividade penicilindégena, enquanto os tipos de “flocose” eram
inativos.

Embora as racas ativas, em geral, produzam grande quantidade
de esporos, hé racas que esporulam pouco e revelam boa atividade.

Temos observado que a raca N, R. R. L. n.° 1249. B21, embora
esporule menos que a raca Squibb 832, possui capacidade igual
e As vézes superior de producio de penicilina por cultive em su-
perficie,

FOSTER e WOODRUFF 1%¢, apés uma série de experiéncias, che-
garam & conclusfo de que a capacidade de produzir penicilina ndo
esté assoclada a qualquer caracteristica cultural das racas do P. no-
tatwm. Acham, entretanto, que sob o ponto de vista da produgho
de penicilina em larga escala, uma propriedade essencial & a espo-
rulaclo intensa.

HANSEN, citado por NEGRONI e FISCHER *7, féz interessantes
astudos sbbre esporulacdo, quanto a constituicio genéiica.
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sse autor estudou 8GO0 culturas, de isclamentos unicelulares,
pertencentes a 30 géneros diferentes de Fungi {mperfecti esporu-
lades, e verificou que 50% delas apresentavam, quanto esporulacio,
uma constituicfo heterocariética, contendo dois componentes funda-
mentals que denominou M e C. Mediante isolamentos continuos,
chegou a obter um tipo M puroe, correspondente & cultura com pre-
dominio de micélio vegetativo e esporulaciio minima ou nula, e, um
tipe  puro, caracterizade por producie abundante de esporog ou
conidios. '

NEGRONI e FISCHER 2%7, partindo de 8 culturas de P. notafum,
fizeram, de cada yma, numerosos isolamentos unicelulares, a fim
de estudar a relacio entre a capacidade de esporulagio ¢ a de
produzir penicilina.

Verificaram que as culturas isoladag do tipe M nio possuiam
capacidade penicilinégena; as do tipo MC (hibrido) sfo pouco ati-
vas e as do tipo C sfo as de malor atividade elaboradora de peni-
cilina. Tomando uma cultara tipe C, aparentements pura, fizeram
10 isclamentos unicelulares, de 2.* geracéio, e, comparando essas
culfuras, quanto & atividade penicilindgena, por dosagem em placa,
obtiveram os seguintes resultados:; 2 culturas deram uma zona de
inibicdo de 20mm; 5 deram uma zona de 25mm. e 3 uma de 26mm.
Por essas interessantes observacfes, podemos concluir glie a capa~
eidade produtora de penicilina, varia na espéeie P. nofatum, de
uma Faca para ouira; na mesma raga, de uma colénia para outra;
¢, na mesma colonia de uma célula para outra. '

Outros estudos nesse sentide foram feitos por POTENCORVO &
GEMMEL 1%, Estes pesquisadores, submetendo coldnias do Penicil-
liwm motatum & agfio dos raios X, obtiveram, em abundincia, “gees
tores™ de mutacdo que ovasionalmente apareciam sem irradiacio
(Fotografia 3). Todos og “sectores” jsolados deram origem A&
ragas variantes que diferiam da colénia original pelas propriedades
morfolégicas ¢ metabdlicas,

BAKER 8 {8z um estudo citolégico do P. notatum Westling e
verifieou ¢ue os conidios apresentam, predominantemente, um Gni-
co nicleo, embora ocasionalmente possam aparecer conidios binu-
cleados. Admitiu virias possibilidades de combinaclo de fatdres
genéticos dando og seguintes tipog: G, M, CM, CC ou MM, depen-
dendo do ngmero de nficleos por conidio,
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As mutacdes dependeriam de esporogs homotipicos, genética-
mente puros.

Consegue-se eliminar o efeito da heterocariose nos cultivos, ge-
meando eulfura originiria de esporo tinico, exceto o cago, alids raro,
do espéro tnico ser binucleado (CC ou MM) cu heterotipico (CM).

Fstas observactes nos levam g admitir que a atividade peni-
cilindgena € determinada por fatbres inerentes & propria célula
micética, provavelmente cromosdémicos.

Agsim sendo, a selecio das culturas assume aspecto muito mais
delicado e profundo, exigindo a pericia e paciéneia dos geneticistas,

CONSBRVACAD DA ATIVIDADE DAS CULTURAS
As culturas de P. notoetum, mantidag por repiques freqlientes
nos meios artificiais, tendem a perder, parcial ou toftalmente sua
capacidade penicilinégena.

Fotografia 3

<
A Cplinia de Penioilliion noetalum: “setor espontaneo”.
B o-— Coldnia irradiada mosirando o= “sefores” de rmutagio,
¢ o Duas coldnias de graus diferentes de crescimento gue se

econfluiram competinde p2le mesmo terreng,
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Nio 6 o Penicillivm notatim, mas em geral todos os germes
continuamente repicados, em meios artificiais, tendem & dege-
neracio.

Especialmente nas industrias de penicilina, essa tendéncia a
degeneracio exige rigorosa vigilineia e contréle das culturas,

TosTER e WoopRURF 108 observaram que um dos indicios de
gue uma cultura de P, nolatum estd apta a perder sua atividade
produtora de penicilina, pode ser freqlientemente observado nas
culturas esporuladas do cogumelo, particularmente em superficies
de Agar. As culturas, deixadas em incubacfio alguns dias além do
tempo da esporulacio méxima, comecam a apresentar crescimentos
isolados que representam, podemos dizer, ag ecloniag tipo M (mice-
itano). A principio &sses crescimentos se apresentam como poutos
brancosg cotonosos que ge desenvolvem e progressivamente se disse-
minam pela superficie do meio. Culturas com é&ste aspecto néo
devem ser usadas para fins de producio.

Um dos meios mals seguros de prevenir a degeneracio biold-
gica da capacidade penicilindgena das culiuras é reduzir ao minimo
o nfimero de repiques até o momento da semeadurs para preducio.
Pela secagem das culturas obtém-ge ésse desiderato,

FOSTER ¢ WOODRUFF 198 yecomendam, como j4 vimos a conser-
vaciio, em estado séco, de esporos de culturag selecionadas, em
tubos com areia ou terra conservados em baixa temperatura. Hssas
culfuras mantém intensa atividade penicilindgens indefinidamente;
contudo deve-se controlay a atividade dos esporos logo apés o pro-
cesso de secagem 198, Cremos que t3o bons resultados podem tam-
bém szer obtidos pela secagem dos esporos em sbro sanguiheo nor-
mal, pelo processe liofilo cuja téenica descrevemos em paginas
anteriores,

Ag cultaras séeas eonstituem o material para producio de
esporos que serfo diretamente semeados no meio liguido de produ-
cio de penicilina,
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PRODUCAC DE PENICILINA

CONSIDERACOES GERAIS

A producio de peniecilina, quer em escala experimental gquer
_industrial, é ainda realizada por cultivo do Perdcillium notatum em
meioz de cultura sob condicbes adequadas de incubagio, enquanto
estd por se desvendar um método sintético de producho,

A preparacdio de peniciling para fins experimentais nio apre-
senta grandes dificuldades, podendo ser feita em qualguer labora-
tério provido de instalactes e maleriais comumente usados no estu-
do oun fabrico de produtos bioldégices e quimicos. O problema, en-
tretanto, assume uma complexidade consideravel, quando se visa a
produgdo de penieilina em larga escala, para fing terapéuticos.

A producfio industrial, apresenta dificuldades de ordem téc-
nica, de que oS seguintes fatos dio idéia: _

1} O rendimento de penicilina nos meics de cultura é relati-
vamente pequeno, exigindo a manipulacio ou mecanizaciio de gran-
des volumes de liguido nutritivo:

2) Os meios devem ser préviamenfe esterilizados e as semea-
durag dog esporos do cogumelo devem ser foitas assépticamente,
pois certog germes de contaminacdo destréem a peniciling;

3) A extracio, além de requerer grandes volumes de solventes
orginicos, deve ser répida e exige refrigeraciio de tdda massa
Houida porque a penicilina, na temperatura ambiente, é muito ing-
tavel em scluges muito dcidas ou alcalinas; '

4) A purificacfo, secagem e contrdle da penicilina exigem dis-
pendiosa aparelhagem, além de numeroso pessoal téenico especia-
Hzado.

Os meics de cultura para a producdo em larga escala devem
ser, preferivelmente, de consisiénela Hguida, que facilita a manipu-
lacio e mecanizacfic da penicilina bruta ou seja o lguido de cultura
filtrado em que cresceu o Penicillingm notatum e produziy a subs-
téneia ativa., Os melog de consisténeia s6lida ou semi-sélida poedem
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servir para preducdc em pequena escala, sendo imprdprios para a
producdo industrial, pelas dificuldades maiores que apresentam na
fase de exiracio da penicilina.

Com os meios liguidos a producio pode ser feita pelo cultivo
do P. notatum em superficie usando frascog que permitem ampla
4rea de crescimento, ou por cultive submerso, usando dornas muni-
das de aparelhagem para asracio e agitacio do melo.

Seja qual f6r a escala de producdo ocu o método de eultivo do
cogumelo, podemos considerar na fabricacio da penicilina duas fa-
ses: a primeira, microbioldgica ou de fermentacio; a segunda, fisico-
guimica, compreendendo: a extracfo e purificacfio da penicilina,

A fase microbiolégica compreende: 1) o preparo do inceulum
(esporos de P, notatuwm); 2) o preparo do meio de cultura; 3)
plantio e manutencio da cultura em condices 6timas de producids
e 4) contrdle até se obter rendimento méximo de penicilina,

MEIOS DE CULTURA

FLEMING, quando publicou seu trabalho em 1929, achava que
o caldo comum, usgado em bacteriologia, era ¢ meio mais préprio
para a producfio de penicilina.

Posteriormente 8% obteve melhor rendimento usando caldo de
digestdo triptica. Cultiveu o P. nofalum a 20°C, durante 8 a 7
diag e obieve amostrag de penicilina bruta que inibiam completa-
mente o crescimento de estafilococos na diluicio de 1:800.

Em 1932 CLUTTERBUCK, LOVELL e RAISTRICK modificaram o
meio sintético de Czapeck-Dox e usaram-no para a producfo de
penieilina,

Nesse meio, contendo apenas sais minerais e glicose, verifica-
ram & elaboracdo de penicilina, porém sé conseguiram isolar um
pigmento ~— a crisogenina -— que ndop apresentava aclo antibac-
teriana 57,

A férmula do meio de Crzapek-Dox modificado é a seguinte:

NaNOg ... 3,6 grs.
HEPO, oo, 1,0 grs.
KC ..... et 0,5 grs.
MegSO,.THO o e 0,8 grs,
FeSO, TH, O ... ant 0,01 grs,
Glicose anidra .......... ... ... 40,0 grs.

Agua destilada ... ..o 1600 em?
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Durante muito tempo 8sse meio foi usado para a producio de
penicilina e cremos que todos og que trabalharam no assunto o
experimentaram,

Verificando-se que com grandes volumes désse meio o rendi-
mento de peniciling era peguenc, foram tentadas novas medifica-
coes. Alferou-se a fonte de carbono (hidrocarbonada), a fonte de
nitrogénio e as outras substéinelas a fim de se conhecerem og ele-
mentos guimicos e as substéncias que favorecem o creseimento do
P, notdum o aumentam a produclo de penieiling,

Segundo FOSTER ¢ WOODRUFF *°¢, entre todos on quase todos
os meios sintéticos experimentiados, o meio com acdcar mascavo
de HoBBY, MEYER ¢ CHAFFEE!** foi o melhor para a producdo de
penicilina,

A sua compogicio é a seguinte:

%o
AQUeaT MASCAYO ... 2,4
NaNOy oo e 0,35
MgSO, TH, O 0,05
5 0,65
HEKPO, o 0,15
FeRO,THLO o e 0,015

Com um grande numero de modificacoes feitas nesse meip de
HoBBY e col nAo se obteve melhora muito aprecidvel; eniretanto,
aumentando-se o teor do nitrafo de sédio para 0,60% houve maior
atividade penicilindégena 98,

»

Como adiante veremos, a fonte de nitrogénio é importantis-
sima e og methores resultados sfo obtidos com meios contendo subs-
tinciag nitrogenadas, orginicas ou naturais, tals como aminodeidos,
peptonag, dgua de cozimento de cereais, especialmente miitho.

Analisemos a importdnecia das fontes de Agna, sais minerais,
carbono, nitrogénio e oufros componentes dos meios de culiura,
inclusive os faidres oy condicbes que influem muito na producio
da penicilina.

INFLUENCIA DA AGUA

ABRANAM e col, ? verificaram que a adgua de torneira de Oxford
erg tho bbda como a adgua destilada para a produciic da penicilina.

Em Sio Paulo, fizemos experiéncias comparando a Adgua des-
tilada ¢ de torneira e nfo observamos diferencas aprecibveis na
elaboracéo da substincia antibiética.
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FosTER ¢ WOODRUFF 'S, entretanto, notaram irregularidade na
formacio da penicilina comparando as duas sguas. E o seguinte
o relato désses pesquisadores: “Num perfode de virias semanas,
em meio de aglicar mascavo, simples ou adicionado de glicerina,
e mesmo em melos orginicos, a Agua de torneira, repetidamente,
mostrou-se superior 4 dgua destilada. Depois, gradualmente a efi-
ciéneia da agua de forneira foi diminuindo até o ponto de nio
mais ser melhor gque & agua destilada, Esta particular seqiiéncia
de acontecimentos ocorren em 1942 durante os meses de inverno
e primavers, sendo a mudanca um tanto relacionada com o advento
do verde. Presumivelmente, a eomposicio da dgua de torneira tor-
nou-se bastante modificada como resultade da mudanca de estaciio
nag condicdes do solo”.

Fasas interessantes observacdes lembram a importéncia de se
fazer, periddicamente, um contrdle pelas andlises quimico-bacterio-
lé6gicas da dgua de abastecimento usada para a producids indusirial
de penhicilina.

Esse controle torna-se mals necessdrio nos casos em que a agua
usada nfo sofre gqualquer tratamento prévio, pois, determinadas
substancias metalicas, oxidantes, assim como enzimas bacterianas,
destréem a penicilina,

INFURNCIA DOS SAIS MINERAIS

FosTER ¢ WOODRUFF1%® verificaram que, no meio de Hobby,
Meyer e Chaffee 141, o FeS80, e K(Cl podem ser completamente eli-
minados & o teor de K.KPO, diminuido consideradvelmente, gem
reduzir a atividade peniciiinégena. Devemos nos lembrar, enire-
tanto. de que os diferentes tipos de aclicar mascave favorecem
tanto mais a producio de penicilina quanto menor & 0 grau de pureza
e que os referidos sals minerais ou outros clemenios podem estar
néle contidos.

KocuoLaTy %, substituindo ne meio de Czapek-Dox modifica-
do, 0 FeSO,.TH.O (10 mgrs.%%) por quantidades equivalentes dos
sulfatos de Zn, Cp e Mn, verificou que somente o sal de manganés
é superior ac de ferro na producio de penicilina, Observou tam.
bém gue 0 zinco comparado com o ferro favorece o desenvolvimento
do cogumelo, mas diminui a atividade penicilindgena,

FoSTER e WOODRUFF% fizeram estude minucioso sbbre a
influéneia do zinco no crescimento e na atividade do P. noefatum.

-

Verificaram que o crescimento é notivelmente aumentado com 1
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a 10 miligramag por liiro de sulfato de zinco; acima de 10 mgrs.
o zinco torna-se toxico.

Obtiveram auments na produclo de penieilina, adicionando
a0 meio de cultura 1 a 8 miligramag de ZnSQ..7H.0. Esta con-
ceniracio permanece 6tima independentemente da presenca de quan-
tidades diferentes de oufros metais pesados (Mn, Fe, Op) em virias
combinagdes 199, '

Eases autores acham que o zinco estimula a atividade penicili-
nbgena, provavelmente por acelerar a elevacio do pH por oxidacio
do 4cido glueénico, formado pelo cogumelo, que é responsivel pela
acidez do meio. Por outro lado, dizem que “o consumo posterior
do écido glucdnico junto com o ion nitrato deixa um actimule de
Na+ que eleva o pHl”, Esszas explicacles nos parecem discrepan-
tes, pois, se a elevacho do pH for dependente da libertacio dos ions
Nat no meio, ndo seria necessiria a inferferéncia do zineco para
a neutralizacio do acido gluchnico. Ao nesso ver o fendmeno se
realiza de outra forma. O zinco, em teor adeqguado, acelerando o
crescimenio do P. wotafum 391 myi provavelmente determina,
simultaneamente, o consumo mais rapido dos ions N OF do nifrato
de s0dio, e, por conseqiiéneia, libertacfio mais rapida dos ions Nat
que iriam diretamente combinar-se com o acide glucdnico, elevando
o pH do meie.

Os mesmos pesquisadores 1% acham que existe om cerfo ba-
lanco entre as conecentragdes de carboidrato e zinco. As concentra-
¢bes maijores de carboidrato determinam acdmulo maior de Acido
gluebnico e, por conseqiiéncia, aeidez maig intensa. Dentro de
certos limites, a adicio de mais zineo tende a contrapor-se a
éste efeito, e a duracio dos valores baixos de pH é apreciavelmente
diminuida. Percebe-se que isso sdmente vem dar apéio & interpre-
tacfio que ha pouco sugerimos.

O P. wotatum, num meio deficlente em Zn, produz na super-
ficie uma pelicula fina, lisa, com mul pouca esporulacio, apresen-
tando aspecto esbranguicado. Ao contrario, com quantidades que
se aproximam do étime, o crescimento é considerdvelmente acele-
rado, a pelicula superficial é bastante espéssa, rugosa ¢ de cdr verde

rela abundante esporulacfo.

Quando o teor em zineo é suficiente, observa-ge, invariavelmen-
te, a formacio de pigmento (crisogenina) que di a intensa cér
amarela do meio 196,
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CHALLINOR e Mc NAUGHTAN 5, em poucag experiénciag que
fizeram, observaram gque havia aumento na producio de penicilina
quando se adicionava carbonato de cdleio ao melo. A gquantidade
adicionada foi de 5 cm?® de uma suspensde aguosg a 10% de CaCO?®
em 200 cm?® de meio.

INPLUBNCIA D4 FONTE DE CARBONO

A glicose é uma das fontes de carbono mais usadas para enri-
gqueciments dos melos de cultura em geral,

Q meio de Crapek-Dox modificado, usado pelog pesquisadores
de Oxford para producio de penicilina, continha &sse acdcar na
proporefio de 4%, embora FLEMING ¥ ji tivesse relatado que no
caldo comum 2 adicdo de glicose ou sacarpse gue s8o fermentados
pelo P, notatum, com producfio de dcido, retarda oy previne a elabo-
racfio da penicilina,

A glicose, embora acelere o crescimento do P. notatum, apre
gsenta o inconveniente de acidificar muito o meio pela formacio
abundante de 4cido gluebnico, que diminui o rendimento de peni.
cilina, A quantidade de Acido glucbnico formada pelo cogumelo
é proporcional a concentracfio de glicose no meio.

KOCHOLATY 58 fez alpumas experiéneias para analisar a utili-
gaco da glicose e verificou que usando 100 ou 40 gramas désse
aclicar por litro de meio de Czapek-Dox, 90% on mais de glicose
era metabolisada até o momento da produciio méxima de penicilina.
Pode-se diminuir a producdo de acido gluednico, reduzinde a quan-
tidade de glicose. Com a adicdo de carbonate de céleio pode-gse
também diminuir a acidificacfio do meio. Melhores resultados, en-
tretanto, s8o obiidos com o uso da lactose, que nfo & rapidamente
transformada em acido organico.

O grau da acidez como de alcalinidade tem muita importéncia,
pois, num meio com pH abaixo de 5.0 a atividade penicilindgena
¢ inibids ou, possivelmente, destruida a penicilina formada, e em
pH aeima de 8.0 8gse aniibidlico tende a perder a atividade, Por
isso, obtém se melhores resultados usando a lactose, que néo € rapi-
damente transformada em acido orgénico.

TAYLOR 278, experimentando em caldo de infusdo de coracio, vi-
rias concentraches de lactose, maliose, sacarose e dextrose, verificou
que a lactose a 5% fol a que deu titulos mais altos de penieilina.

Segundp FOSTER = WOODRUFF 196 antre todog ou guase todos os
meiog sintéticos, o de Hobby, Meyer e Chaffee, que contem ach-
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car mascavo como fonte de carbono, foi o melhor para a producio
de penicilina. Véarias outras fontes de carbono foram estudadas
para substituir, nesse melo, ¢ aglicar mascavo,

Esse acticar mostrou-se superior ao citrato de sédio, sucinato,
acetato, piruvato, oxalacetato, gluconato, lactato, malato, dleool etf-
lico e manita. A glicose, lactose e maltose foram, entretante, com-
pardveis 198, _

NEGRONI e FISCHER ™ figeram um estudo auxanografico de va-
rios hidratos de carbono, semeando esporos de P. noletum no
meio sélide de Lodder (1934), distribuindo-og em placas. Nos se-
tores dessas placas em gue foram adicionadas em substdncia a gli-
cose, galactose, lactose, maltose e sacarose, o cogumelo cresceu com
a mesma Intensidade e com um pouco mais de exuberiineia no sector
com rafinose; entretanto, com amido guase nio eresceu,

Estudando a influéncia das fontes de carbono sébre a pro-
duciico de penicilina, verificaram que, no meio liguido de Czapek,
o amido a 1% deu melhores respltados. A glicose na concentracéo
de 028% a 4% nho parece influir na producio da subsifineia
antibiética e o citrato de sbédio a 0,5% revelou ser péssima fonte
de carbono,

O cogumelo utiliza gradualmente o amido e, por isso, prova-
velmente, o pH do meio nfo baixa tante como com a glicose. A
glicerina foi experimentada como fonte acessOria de carbono por
nfio apresentar o inconvenieute de ser convertida pelo P. notoium
em acido glucbnico como acontece com 3 glicose,

FOSTER ¢ WOODRUFF 198, em certa experiéneia, juntaram ao melo
de Hobby, Meyer e Chaffeel4t 25% de glicerina e consegui-
ram praticamente o dbébro do rendimento em penicilina do obtido
com o meio contrble sera glicerina. Essa concentracio de glicerina
favorecen o crescimento do cogumelo, aumentando o péso da peli-
eula, que atinge cérea do dobro da pelicula do meio controle.

Bsse efeito benéfico na producdo da penicilina néo pdde ser
confirmade com outro lote de glicerina 196, '

INFLUBNCIA DA FONTE DE NITROGENIO

As fontes de nitrogénio nos meiog de cultura exercem influén-
cia extraordiniria na producio da penjcilina. Foi, adicionando aos
mejos sintéticos fontes adequadas de nitrogénio, que se conseguiram
rendimentos muito maiores de penicilina, permitindo que essa subs-
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tAncia trangpuzesse s paredes do laboratério e se fornasse o me-
Thor agente antibacterianc em terapéutica clinica,

O caldo comum, usado primeiramente por FLEMING?®S para a
producio de penieilina, possul como fonte de nitrogénio peptona e
proteinas da carne,

Esse pesquisador obteve, posteriormente®® melhores resuifa-
dos cultivando o P. notetum em caldo de digestfo triptica. Como
sabemos, pela digestdo da protefna animal resultam, a prineipio,
albumoses, peptonas ¢ Acidos aminados.

NEGRONT e FISCHER 2% verificaram gue a adi¢io de 1 por mil
de sulfato de protamina, ao meio de cultura, impede o desenvol-
vimento do P. notatum. Verificaram, também, que a asparagina
{0,5%) & fonte inadequada de N para a producdoc de penicilina e
acham que a peptona parece ger a melhor founte de nitrogénio.
Uzande a Bactotriptona Difco (1%) obtiveram resultados ainda
um pouce melhores do que com a Bactopepiona.

Pela adicdo de 1% de peplona Parke Davig ao meio de Czapsk-
Dox modificado, verificamos aumento apreciavel na producdo de
penicilina,

KOCHOLATY 156 substituindo, no meio ariificial de Czapek-Dox.
o NaNQ; por sulfato de amdnio verificou diminuieio da producio
de penicilina,

FosTER o WOODRUFF 196 acham gue nos meios sintéiicos o ni-
trato é superior a numerosas fontes puras de nitrogénio, inclusive
aminecacidos usadog individualmente,

Ao analisarmos a influéneia dos sais minerais vimos g impor-
tancia dos ions Na+ do nitrato de sédio na elevaclo do pH do
meio e, por consegiliéncia, ¢ aumento da produclo de penicilina,

O nitrato de g4dio é um dos componentes hasicos dos meios
de cultura para producio de penieilina.

No meio de Czapek-Dox modificado é usado na proporcio de
3% e, no meio de Hobby, Meyer ¢ Chaffee, 3,5 gramag por litro.

Numerosas outras fontes de nitregénio foram também expe-
rimentadas, com o fim de aumentar a elaboracio da substidncia
antibacteriana,

O leite fotal e s0ro de leite usadog na eoncentracio de 20%, pro-
duziram intense crescimento do cogumelo, sem aumeniar ¢ rendi-
mento em penicilina 281,

Segundo VIEIRA DA ROCHA 7 g “Imperial Chemical Industries”
usa para a preducdo de penicilina um meio contendo como fonte de
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N, além do nitrato de sédio (0,5%) um hidrolisade de caseina
(0,25%).

MODERN, ILla e ARZENO 2 prepararam um hidrolisade de ca-
seina da seguinte forma: a 500 grs. de caseina juntam-se 8 litros
de HCI 9 normal e aguece-se, com refiuxo, durante 18 horas, Des-
tild-se logo o HCI e adiciona-se um litro de dgua quente (80-90°C);
acerta-se o pH a 5.5 ¢ descora-sg com carvio animal. Finalmente,
completa-se o volume de 4 litros eom &gua.

Vizira DA ROCHA 5, adicionando a meios sintéticos lactosados,
‘Agua de cereais (3% ) obteve étimos resultados, confirmande obser-
vaches de autores americanos.  Acrescentando, ainda, dgua de cdes,
os resultados foram melhores, Este autor usou também leite de
edeo vendido ne coméreio, gque é retivado do endosperma do Cocus
nuctfera, o cbeo da Bahia e déle sdmente utilizou o suco obtido por
expressio e filtracfio em gaze. Verificou que a diluicdo a 1:400
dava 6timos resultados.

‘A Agua natural do cdeo maduro, com densidade de 1,025, con-
tém, além de outras substincias nutritivas, aproximadamente, 0.1%
de nitrogénio orginico 251,

AREIA LEAO ', chefe da Secclo de Micologia do Instituto Osval-
do Cruz, substituindo a dgua de um meio peptonade, por infusio
de alfafa a 1%, obteve aumento aprecidvel e constante na producéo
de penicilina,

CrigrToN %8 adicionando ao meio de Czapek-Dox ac invés de
extrato de levedura, o “corn steep ligquor” obteve rendimento do-
brado de penicilina.

MODERN, ILEA e ARZENO20? usaram a Agua ds maceracdo do
mitho, conhecida ainda nos Estados Unidos por “corn steep water™
para aumentar a produciio de penicilina nos meios de cultura. Obti-
veram os melhores resultados diluindo a 1/4 o “corn steep liquor™
com densidade 19° Bé ¢ contendo, aproximadamente, 40% de pro-
telnas 292,

Apés termos feito numerosas experiénciag com ag diferentes
fontes de nitrogénio, ji citadas, verificamos que a dgua de mace-
racio do milho “eorn steep water” é incomparavelmente a melhor.
Usamos o “corn steep water” das Refinacdes de Miltho Brasil S/A,
instaladas em Sio Paulo. Segundo informacbes que obtivemos de
um representante de referida indisiria, o “corn stecp water” é o
lignido aquoso resultante da maceracfo inicial dos grdos do milho



PENICILINA — ESTUDO GERAL E TERAPEUTICA 65

madare e s8co. Essa maceracfio & feita em agua, a temperatura
de 49°C., e com passagem continua de uma corrente de SO,, durante
30 horas. Essa dgua de *lavagem do milho® que era antes désp-re-
zada é, atualmente, pelo menos em parte, aproveitada para a pro-
duefio de penicilina, Sua densidade a 15°C. varia de 3,0 a 3,8 graus
Baumé, e a acidez total em HCI varia de 0,60 a 0,64. Os lixuidos
que recebemos apresentavam consisténcia fiuida, cheiro préprio e
cor amarela forte e aspecto turve. Verificamos gue o “corn steep
water” por si 86 € um bom meio de cultura, contaminando-se feil-
mente, dando abundante crescimento de germes, especialmente leve-
duras. Concentrando-se 8sse liguido evita-se a contaminagio e re-
duz-se o volume tornando mais facil sua manipulaciio. Nio dispon-
do de aparelhagem para concentracfio a vacuo em baixa temperatura,
fizemos a concentracfio do “corn steep water” por ebuliciio, redu-
zindo seu volume ao décimo. Obtivemos ,assim, um lguido muito
denso “corn gteep liquor™ de cbr castanho-escura, eom apreciavel
precipitado. Sua densidade a 15°C. era aproximadamente 28°¢ Bé.
Obtivemos o mdximo da producio de penicilina usando éste Hquido
de consisténcia xaroposs na proporcio de 5%, Segunde dados gue
nos foram gentilmente fornecidos pelas Refinacoes de Milho Brasil
S/A, a composicio do “corn steep water™ a 28°8 Bé ¢ a scguinte:

AZTB i e e e 58,4
CITBAE L ittt it e e e e 6,3
dextring .o 0,4
agGear redutor {(dextrose) .................. 5,1
aeido Iactico .. oo i i 4,1
ZEINE it e e 4,1
ceinina .. e e 4,4
albumina ... ... e 0,7
proteose .., 14
CPEREOLE ... 4,4
ac. AlVE. MONO-2MIT0 ..\ or et 7,4
arginina ... e s 3,1
HINA oo i e e 0,3
histidina ... .. i e e 0,1
proleina L. e e e 3,1
AmMONIACO ... e e 0.4
Rkt 3 -7 N N 4,2

Por essa analise podemos apreciar a rigueza do “corn steep
water” como fonte de nitrogénio, encerrando numerosos aminodel-
dos, peptona e proteina,
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Nio sabemos ainda qual a substdncia ou substdneias que en-
tram na sua composicfio complexa, determinande aumento notével
na producdo da penicilina,

COMPOSICAC B PREPARD DOS MEIOZ

No inicio déste capitulo apresentamos as férmulas dog mejos
de Czapek-Dox modificado ¢ a do meio de Hobby, Meyer e Chaf-
fee *, que segundo FoSTER ¢ WOODRUFF 198 foi dog meios sintétieos
o que permitiu major rendimento de penicilina.

Resultados realmente satisfatérios, que permitiram a producéo
da penicilina em larga escala foram obtidos com melos enriquecidos
de substdnecias nitrogenadas naturais. CLIFTON?® usou com suces-
80 a agua de maceracdo do milho “corn sfeep liquor”, COOK e TUL-
LOCH ¢ usando um meio lactosado com extrato de ervilhas, obtive-
ram em média 50 a 85 Unidades Oxford por ¢m® de meio. Esses
resultados sdo apreciavelmente elevados, comparados com ¢ meio
de Czapek-Dox modificado, no qual a maioria dos pesquisadores obti-
veram apenas 2 a 4 Unidades Oxford por cm?d.

RAPER, ALEXANDER ¢ COGHILL %% conseguiram obter 110 a 140
Unidades Oxford num meio recomendado pele Dr. A. J. Mover,
cuia composicio é a seguinte;

Lactose . oiiiiii i i 40,60
MeSO,THO (oot 8,25
HLEPO, oo 0,50
NaNO; oo 3,00
ZnS0, o 0,01
“Corn steeping Lquor” ,............ 90 em#
Agus destiladg g 5 ..o oL 1.000 emd.

Og referidos resultados foram obtidos em 5 a 6 dias com o
Penicilium wotelum NRRL 1249, B 21, porém com a raca NRRL
832 o rendimento foi aproximadamente 55 2 65 unidades por cm?.
Por éste exemplo pode-ge avaliar a importdncia da cultura do Pericil-
Yivan notalwm na producfo de peniciling,

Ainda nfo pudemog experimenfar o meio usado por RAPER,
ALEXANDER e COGHILL **% pois o trabalho désses autores foi consul-
tado recentemente. Asg mais variadas modificacdes do meio de
HOBBY, MEYER ¢ CHAFFEE 1%, entretants, foram experimentadas por
nds, e verificamos que s¢ obiém resultados satisfatdrios nos melos
adicignados de dgua de maceracido do mitho concentrada oy “corn
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steep liquor”, cujo estudo fizemos ao tratarmos das fontes de nitro-
génio. 0Os melhores resultados que obtivemos com a raca NHRRL
1249, B21 foram num meic contendo “corn siesp liquor”, cujs fér-
mula é a seguinfe:

Lactose ..ovv viiiiiiiiiiii it 350 grs
Glicose ...o.iiiiiiiii i 50  grs,
NaNQGg cooie i 3,0 grs.
HyEKPO,  ooeieeeininennnnnannns 025 gr.
MgB0, . 7TH,O ... . i 09,125 gr.
SO, TH,O  voviviiiiiiiniienans 0,005 gr.
“Corn steep liquor™ a 280 Bé ...... 59 em?,
Agua destilada g 8. ... o0l 1,000 em?.

0O meioc foi distribuide em quantidades de 125 cm?® em frascos
de Erlenmeyer e estcrilizado a 120°C. durante 20 minutos,

A incubacio foi feita em cdmara cuja temperatura oscilou de
292°C. a 26°C. Apesar dessa variaco de temperatura, conseguimos
obter, apés 8 a 10 dias de cultive, 80 a 100 Unidades Oxford por
cm?® do meio, inithindo completamente o Staphylococcus aureus H
na diluicdo 1/4.000 — 1/5.000.

Praticamente com dois litros dessa penicilina bruta pode-se pre-
parar (caleulando a perda de ecérea de 50%) 100.000 Unidades
Oxford de penicilina purificada,

FPRODUCAO POR CULTIVO EM SUPHRIICIH

O estudo sisteméitico sbbre os fatbres que interferem na pro-
ducdio de penicilina por cultivo em supsrficie, foi, primeiramente,
feito por ABRAHAM e col. . Esses autores, usando um processo de
dosagem gque apenas permitia determinar grandes diferencas da
atividade da penicilina, nfio puderam complefar o estudo dos refe-
ridos fatbres, em wista das variacOes muito numercsas e freqiien-
temente interdependentes. Entretanto, puderam tirar as seguintes
conciugdes:

“1.°} a producio de P. parcce depender de uma ampla tenséo

de oxigénio; o cogumelo ndo cresce em meio anaerdbio;

2.9 o cogumelo cresce satisfatOoriamente a 24°C.; em fempe-
raturag inferiores o crescimento é retardado; como a colheita de
meic é efetuada no ineubador, ndo foram estudadas temperaturas

mais elevadas, scndo 24°C. o limite 6timo superior. FLEMING®,

o
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em sua desericio original, relatou que o cogumelo nfc cresce a
37°C., o que foi confirmado:

8.9} ag tentativas grosseiras para mudar o pH do meio, ou
manté-lo constante, ndo determinaram aumento notével da produ-
cio da P; diga-se o mesmo do acréscimo de uma gquantidade de
fosfato tamplo 10 vézes superior & normal;

4.%) a espessura do melo nfio deve ultrapassar 1,5 a 2 cms.;
sendo mais profundeo do que 2 ems. & difusfio é visivelmente ina-
dequada, podendo ser entio observadas duas camadas distintas,
sendo a superior amarela e a inferior incolor;

5.°) quando o meio estd pronto para a colheita pode ser reti-
rado por baixo do micélic e substituido por outre fresco, no qual
havera producioc ulterior de P, mais ou menos na metade do tempo
exigido para a produclio inicial; o meio pode ser mudado vérias
vézes desta maneira; em uma dnica partida o meio foi renovado
14 vézes;

6.°) o cogumelo deve erescer e a colheita e substituicio do
meio devem ser feitas sob as mais estritas condicdes de esterilidade,
pois & P é destruida por certas bactérias?,

7023 o0 acréscimo de extrato de levedura (GLADSTONE e FIELDS
— 1940} acelera o crescimento do cogumelo mas nido afeta s pro-
duchio da P; no crescimento em grande escala sempre usamos o extra.
to de levedura; o meio inicial de cultura contém 10% désse exirato,
mas o melo usado para a substituicdo contém apenas 2,6% ; o efeito
acelerador da levedura néo é prejudicado pela autoclavagem prolon-
gada a uma temperatura elevada; 8 “marmite” ou ¢ extrato de malte
nio agem sbbre a média de crescimento ou sbbre g producio da F;

8.9} a producho nic é sensivelmente afetada quando se duplica
ot se reduz & metade a conecentracio do meijo;

9.9y supbstituindo-se o nitrato de sddio pelo lactato de amodnio,
o pH do meio cai abaixo de 3, interrompendo-gse quase ¢ creseimen-
to: ajustando-se o pH a cérea de 6.5 o crescimento econtinua ¢ ©
melo acaba por tornar-se muito alealine; a producgfo de P & muito
pequena;

10.°} o nitrato de sddic pode ser substituide inteirs ou par-
cialmente por peptona ou produtos da digestio péptica e triptica
dos miisculos: ao invéz de glicose pode-se usar a sacarose oy maltose,
sem alferacfo material da producfic de P;

11.%) ocasionalmente uma cultura produz pouca ou nenhuma
P. Se bem que geralmente i3so0 possa ser atribuido 3 contaminacio
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bacteriana, em alguns casos ndo pbdde ser provada a contaminacio,
levantando-se a suspeita de que a producio da P f6sse funcldo
variavel e facilmente modificavel do cogumelo. A fim de pesqui-
sar 8ste fato foram feitas culturas puras de células iseladas de 2
culturas, uma das guais tinha produzido P & a outra nido. Cinco
culturas puras da primeira & nove da ltima foram inceuladas em
triplicata em frascos contende meio, chservando-se o titulo da P.
N&o se pode verificar qualquer diferenca entre as diversas culturas,
demonstrande-se gue o cogumelo nao tinha perdido a suna proprie-
dade de formar P. Ag possibilidades de que o insuccsso tivegae
sidp devido & contaminacio por culre cogumelo foi estudada, nfo
podendo porém ser confirmada™.

BRECIPIENTES PARA PRODUQA0O DE PENICILINA

ABRAHAM ¢ col. ®, os primeires pesguisadores que produziram
penicilina em escala suficiente para tratamento de humerosos casos
cHinicos, experimentaram muitos tipos de recipientes ¢ escolheram
um frasco de cerdmica, de forma retangular, medindo 27,5 centi-
metros de comprimento, 22 de largurs e 6 de alturs,

Os frascos sfo vidrados somente na face interna, tornando-os
menos dispendiosos ¢ de mais facil manipulaco, diminuindg a sua
tendéneia a deslisar guando superpostos para autoclavagem, semea-
dura, ete. Os gargalos désses frascos diferem dos das garrafas de
Roux por serem implantados obliqguamente e préximos a um dos
angules do recipiente.

Esge tiltimo detalhe é interessante porque, facilitando a adanta-
cAo dog frascos, diminui o volume a ser ccupado no autociave €
impede que os tampdes sejam molhades durante a egterilizacio,

Distribuindo-se um litro de meio em cada um désses recipientes
obtém-se, quande deitados, uma altura do lguide de cérea de 1,7
centimetros 3,

Tsees recipientes, apesar das vantagens apontadas, também
apresentam certos inconvenientes; sendec opacos, ndp permitem o
controle do crescimconto, da producio de pigmento ou da eontami-
nacdc das culturas, o, possuindo parades rotas e perpendiculares,
permitem, por qualguer movimento a imers&o da pelicula do cogu-
melo formada na superficie, com prejulzo da producio de penieilina.

Atualmente, usam-se mais freqiieniemente, recipientes de vidro,
frascos grandes cilindricos, com capaeidade geralmente de 8 a 10
litros, fsses frascos, uma vez deitados, apresentam lateralmente
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as paredes curvas, 0 que impede que o micélio mergulhe no meio com
facilidade. Entretanto, ésles frascos tém o inconveniente de ocUpar
grande volume no autoclave para esterilizacfio e, sendo cilindricos,
precisam ser apoiados para ndo se movimentarem durante a in-
cubacio.

Diante disso, idealizamos um tipo de fraseo de vidro de forma,
e dimensdes semethantes acy descrites por ABRAMAM e col. %, porém,
com as paredes lateraig curvas e & superior e inferior planas.

A figura I mosira o formato e aa dimensfes déste novo mo-
déio de frasco.

?

i
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Visia e fuce e Fundo FPeaigdo de vao

Figuray I
Tormato & dimensfes exw. centimetres do novo moedélo de frasco propcsto para produyio
nenicilina, em suparficie.

Construida a forma de inadeira déste novo modélo verificamos
que se apoia bem em qualquer face. O fundo fem uma parte plana
gue permite ao modélo estacionar de pé. Pelos ecalculos prévios gue
fizemos cada frasco poderd comportar 1.300 cm® de liguido com
altura de cérea de 2 centimetros,

Embora, ainda, nfo nos tenha sido possivel obté-log para expe-
rimenti-log na producio, julgamos que deverfio dar 6timos resultados
pelos motivos ja apontados.

Cemo vimos, & altura é6tima do meio para produciio de penici-
lina por cultivo em superficie &, segundo ABRAHAM e ¢l 2, 1,7 a
2.0 centimetros. Pode-se obter, enireianto, bons rendimentos de
penicilina em recipientes de formas diversas desde gue seja previsia
a relacdo enire o volume de lquido de culfura e a drea ou superficie
do mesmo.

FosTER ¢ WOODRUFF 196 werificaram que em qualquer fraseo a
relaclio %i.tem influéneia importante no rendimento final de peni-
cilina. Observaram gque camadas menos esplssas sBo mais favo-
ravels para a formacdo da substincia ativa.

Usando frascos de tamanhos diferentes em gque a relacdc
volume & constante, o frasco menor d4 mator e mais rapida elaboracio
de penieiling 196,
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Na interpretacZo dos resuitados de producfio de penicilina, o
tamanho do frasco e o volime do meio sio fatdres importantes que
devem ser considerados. O volume do meio deve ser, no miximo,
1/5 do velume do frasco, para se obler os melhorss resultados na
preducio por cultivo em superficie,

INFLUSNCIA DA TEMPERATUILA

Um dos fatbres fisicos mais importantes na produglo de peni-
cilina ou de qualguer substéineia antibidtica, por meio de culturas,
é, sem davida, a temperatura de incubaclo. E possivel que a fem-
peratura 6tima para uma dada raca de Penicillivm notatum nio
corregponda exatamente & de outra. Cremos que pequenas varia-
ces podem ser dependentes de outras condigdes de cultivo, como
o grau de adaptacio de uma das racas a determinado meio de
cultura.

CLUTTERBUCK, LOVELL e RAISTRICK 57 cultivaram o Penicillium
notatum a 25°C. e 08 pesquizaderes de Oxford® g 24°C,, e em ne-
nhuma temperatura inferior a essa obtiveram melhor rendimento
de penicilina. Nio tendo experimentado outras mais elevadas, con-
sideraram 24°C. o limite 6tiino superior.

" KOCHOLATY 158, entretanto, usou exclusivamente a temperatura
de 28°C, Certos fatos parecem indicar que as eondicdes Gtimas de
creseimento néo o sflo necessdriamente para a producdio de penici-
lina. Esse autor observou que em cultura de P. notatum, incubada
a cérea de 20°C., embora se tenha formado peliculy delgada e tenha
0 seu crescimento sido retardado, a producdo de substineia anti-
bacteriana fol quase idéntica & do cogumelo incubade a 28°C.

Adicionande ao meio CaCO, verificou, apés 14 dias de incube-
clo a 28°C. que embora a pelicula fésse fina como papel, com
auséncia sbsocluta de pigmeniacfo, a producdo de substineia anti-
bacteriana era ainda normal,

Qutra observacho interessante foi a seguinfe: tomou um fras-
co de cultura do cogumelo em meic liquido, apds ter atingido o
méximo de producho da substineia antibacteriana e colocou-o na
geladeira; verificou, apds alguns dias, aumento de atividade anti-
bacteriana.

Estas experiéncias, embora isoladas, indieam gue a temperatura
6tima de creseimento nio corresponde & da producfio de penicilina.
Pode-ge, proviavelmente, fazer coinecidir as duas femperaturas me-
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diante adaptacio da cultura e contrdle continue num mesmo meio
de producdo.
INFLUBNCIA DO pH
Ao tratarmos da infiuéneia da fonte de earbono na producido
de penicilina, vimos a acfio prejudicial do acido glucdnico formado
pela fermentaciio da glicose. Hste inativa a penicilina pelo acen-
tnado abaixamente do pH do meio de cultura.

CHALLINOR ¢ Mc NAUGHTAN %% gbgervaram que, adicionando aa
meio de Czapek-Dox um tamplo de fosfaio, o rendimento em peni-
cilina era bem maijor. Resultados semelhantes podem ser obtidos
adicionando-se ao meio carbonate de célcio,

FOSTER @ WOODRUFF Y6 semeando o P, nofotum no meio de
Czapek-Dox modificade, com pH inicial 6.5 e ingubando a 25YC,,
verificaram que o pH baixa a 8.0 -~ 4.0 ¢ permanece baixo, ao
contrario do que verificaram ABRAHAM e col. ?, isto &, apds a acidifi-
cacdo ha ascenc@o do pH, que atinge 7.0 — 8.0,

QObservamos no melo de Czapek-Dox modificado, ao ecntrario
dag verificacdes de FOSTER & WOODRUFF 9%, resultados semelhantes
aos dos pesquisadores de Oxford3. O pH do meio, inicialmente am
térno de 6.0, pela fermentacio da glicose pode baixar muito, che-
gando a 2.0, entre 0 4° e 5¢ dias de cultive do P. notatum; depois
se eleva até ficar alcalino, com pH acima de 8.0.

Em térno da neutralidade (pH 7.0) obtém-se 0 maximo de pro-
duc@o de penieilina; éste ponto foi por nds verificado apdés 9 a 10
dias de cultivo do cogumelo,

Ag divergénelas apontadas quanto &s mudancas do pH no meio
de Czapek-Dox modificado por CLUTTERBUCK, LOVELL e RAISTRICK 57,
podem ser explicadas pelo grau maior ou menor de pureza dos
ingredientes, Ao analisarmos a influéncia dos sais minerais, cha-
mameos a atencdo para a imporfidncia do Zn, em quantidades mini-
mag, na elevacio do pH do meio e, consegiientemente, na producio
de penicilina. E possivel que os ingredientes usados pelos pesqui-
sadores americanocs % nfo contivessem como impureza tracos su-
Ticientes de zinco. A penicilina & mais estivel entre pH 5.0 =
7.0, Segundo BERGER?2 o pH de maxima estabilidade é 6.4.
ABRAHAM e col.? indicam como reacfio inicial do meio pH 6.0-7.0
enquanto TAYLoR 275 recomenda pH inicial igual a 4.4-5.0.

A acidéz do meio abaixo de 5.0 impede a formacfio da peni-
cilina ou tende a destruir a ja formada; e pH acima de 7.8 tende
& inativa-la,
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O abaixamento do pH do meio de cultura, além de diminuir ¢
rendimento de penicilina, interfere sbbre o metabolismo do P. no-
tatum, no sentide de favorecer a elaboracio de oufra substdncia
antibiética, a notatina, pehicilina B ou penatina.

Segundo FOSTER e WOODRUFF 196 5 potatina é produzida pelo
P, notatum, quando a acidez do meio atinge pH 8.0-4.0 e ai perma-
nece por algum tempo antes de se elevar, Os melhores rendimentos
de peniciling sfo obtidos quando o pH do meio nia eal tio haixo
e sobe rapidamente para 6.0-8.5 %% j4 analisimos a vantagem que
apresenta a lactose sébre a glicose, nfo sendo tdo rapidamente con-
vertida em 4cido orgénico, por aclo fermentativa do Penicillium
notalum.

Excluida a dosagem da atividade antibacteriana, a melhor indi-
cacdo do momento de producio maxima de penicilina é dada pelo
pH do meio de culfura, que deve estar em torno da neutralidade.

INFLUBNCIA DO TEMPO DE CUOLTIVO

Na producio de penicilina, especialmente em escala industrial,
o tempo gasio representa importantissimo fator econdmice. Em
virtude das dificuldades de obiencfo da penicilina, os pesquisadores
t8m visado o méximo rendimento, no menor tempo possivel,

Az pesguizsas feitas por numerosos investigadoreg resultaram em
grande aumento ra producfio tofal da penicilinag; entretante, quan-
to ao tempo de cultive, pouco se conseguiu além das primeiras obser-
vacbes de FLEMING %8,

O descobridor da penicilina verificara gue, em caldo comum, 0
méaximo de producdo de substiineia antibacteriana era obtido apés
8 dias de cultivo em temperatura ambiente.

No meio de Czapek-Dox modificado, CLUTTERBUCK e col. 57 ve-
rificaram que & producio era mais lenta, atingindo o méximo entre
16 a 21 dias. Observamos o maximo entre 9 e 10 dias.

Toram experimentadas numerosas substineias adicionadas ao
meio de cultive a fim de acelerar o crescimento do cogumelo e di-
minuir o tempo de elaboracio do antibidtico. O extrato de levedura
de 2,5 a 109 foi usado por ABRAHAM e col. 5.

Em piginas anteriores estuddmos a infludneia de outras subs-
tdncias.

CHALLINOR %? conseguiu diminuir o tempo de producfio maxima,
usando meio tamponado (com mistura de fosfatos) ao gual adicio-
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nou peqguenas guantidades de liguido de cultura retirado 11 dias
ap0s o crescimento do P. nofatum.

O liguido de cultura adicionado, parcee ter estimulado o cogu-
melo que produziu, em 5-8 dias, gnantidades de peniciling igual,
pelo menos, & que produziu em 10-11 dias.

Segundo FLEMING, ¢ indice de crescimento do Penicillium no-
tatum e g produclo de penicilina sfo mais rapidos 4 medida que
auments a temperatura de 18°C a 24°C,

INFLUBNCIA DAS RADIAQGES

Remp 24, em 1985, féz interessantes provas para verificar a
influéncia dos raicg luminosos sébre a produgfo de penicilina em
cultura.

Submeten as culturas & acBo dos raios de uma l&dmpada a areo
de carbone com filtro de quartzo, incluindo oz ultravioletas, infra-
vermelhog & cutrog raios luminosos, Verificou agfo deletéria sbbre
a producdo de substincia inibidora. As culturas de P. notatum,
crescendo em frascos de widro Pyrex, foram expostas aocs raios da
referida fonte luminosa, durante 15 minutos diirios, durante o pe-
riode de incubacio. O autor tomou cuidados para evitar a conta-
minaciio pela exposicio & luz e o atguecimento da cultura pela
limpada.

Nessag condicbes, os filirados das eulturas nfio continham pe-
nicilina, demonstrando que a substéncia inibidora nho havia sido
preduzida ou, se produzida, havia sido destruida pela aclo dos
raios luminosos,

JAHIEL e cutros 159 baseando-se no principio pele gual as irra-
diacoes de pequenas quantidades de radon, ou outras substincias
radioativas, ao contrario das grandes, excitam o crescimento dos
gres vivos, fizeram experiéneias com o Pewicillivin notofum. Sub-
meteram a culiure em meio de Czapek-Dox modificado (pH 6.0)
4 aclo do radon, cujas emahacdes radioativas se difundiam atravéz
das paredes de tubos de porcelana, As “célulag” que constituiam
a fonte de irradiacio foram preparadas para produzir didriamente
céreg de 7 mierocuries. Verificaram que ag culturas irradiadas
produziram o méaximo de penicilina, 2 a 3 dias antes das culturas
de contréle.

 INFLUENCIA DOS GASES: €O, O, e H,

NEGRONI 284, estudando a influéncia de algung fatdres fisicos e
guimicos s6bre a producio da penieilina, depreendeu que muitas das
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condiedes fisico-quimicas gque determinam a producio maxima de
toxina alfa-hemolitica e de enterotoxina do Sftaphylococcus aureus
sio a8 gue proporcionam, tamhbém, o rendimento méximo de peni-
cilina.

O gés carbonico, entretanto, constitui excecio. HEnguanto a
preducdo de alfa-hemolising estafilocéeica é aumentada cultivando-se
o germe em atmosfera que condenha 20% de CQ., a referida atmos-
fera, renovada diariamente, prejudica o desenvolvimento do Peni-
cillium motaium (raca Fleming) e a producdo de penicilina 204,

REiD =Y eonsiderando que o oxigénio exerce papel importante
na produclo de toxinas, experimentou aumentar a concentraclo dés-
se gds no meio e na atmosfera em gue creseiam culturas do cogu-
melo, Féz passar, por um tubo através do meio de cultura, uma
corrente de oxigénic durante 15 minutos didrios, de modo a des-
prender 100 bbélhas de gés por minuto.

Negsas condicBes, 0 oxigénio produziu apreciive] aumento no
erescimento do cogumelo ¢ na formacio de pigmento, porém, nio
houve produgio de substincia inibidora ou, se produzida, houve
destruicdo por acBo do gas.

Resultadog idénticos foram obtidos com eculturas tratadas do
mesmo modo com correntes de CO, ou de hidrogénio 249,

INFLUENCIA DE OUTRAS SUBSTANCIAS

Na tentativa de aumentar o rendimento de penicilina, foram
adicionadas aog meios de cultura as mais variadasg substincias e
sob as formas mais diversas.

Z.OBBELL #1% j4 havia verificade que o vidro, substincias plas-
ticas, porcelana, areja, kieselguhr e cuiros materiais inertes, sob &
forma de particulas exercem efeito favordvel sbbre a atividade
bacteriana. Observou gque essa acio é geralmente evidente em
meios nutritivos dilufdos. As partieulas dos referidos materiais
agem como “superficie ativa®™, concentrando, por adsorcdo, ag subs-
tincias orgédnicas do meio.

Muitas das baetérias encontradas na dgua do mar sfo, no dizer
de ZOBBELL %16 gésseis, crescendo, exclusiva oy preferencialmente
aderentes & uma superficie sélida, onde a concentracfio da matéria
orginica, por adsorcio, é maior. O tamanho das particulas tem
grande importdncia, pois, as particulas maiores do que as bactérias
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sfio mais benéficas do que as mencres, gue até podem ser preju-
diciais.

CONN e CONN (1940), citados por ZoBBELI}!®, acham que ©
efeito estimulador da bactéria é devido, além de outros fatdres, ao
aumento de superficie,

NEGRONI 24, ¢olocando uma camadsa de papel de filtrs no caldo
simples de cultura, obteve crescimento répido e exubsranie do P.
notatum, com produclo maior de penicilina, atingindo o méaximo do
4° go 5° dia.

MaAc CLEAN 1839 havia observado gue o papel de filtro, o kie-
selguhr e o caulim adsorvem ume substdncia existente no caldo co-
mum e que destréi a toxina produzida pelo estafilococo ou inibe a
sua preducdo. No easo da penicilina, NEGRONI fambém acha que,
provavelmente, o papel de filtro favorece a produco, por fenémeno
figico de adsorcgio,

SCHWARTZMAN *# adicicnande acs meios de cultura sacos de
celofane de superficle adequada, verificara avmentc de erescimento
e de producdo de penicilina em superficie ou em eulturas submersas,
em racas de P. notafum. Ksse efeito benefico também ocorre guan-
do a relaefio _Eg_ {(Volume/Area) & desfavorivel. Verificou gue ©
celofane pmdufz estabilizacio acentuada do pH, durante a producio
de penicilina nos meics de cultura.

IMPORTANCIA DA PIGMENTACAO DO MEIO

Uma das caracteristicas das culturas de P. notatum & a produ-
céo de pigmento amarelo, denominado crisogenina. A pigmenfacfo
aparece regularmente apbs a frutificacio de cogumelo e pode se
tornar mals intensa, apresentando edr vermelho-alaranjada deixan-
do-se prolongar o tempo de incubacdc. Essa pigmentacio é methor
observada no meio de Czapek-Dox modificado. Fato interessante
é que afa ¢ a penicilina sfo elaberadas simultiineamente no meio,
pelo P, notatum.

B 24 wverificou, pela adsorcio eom ecarviie, que ¢ pigmento
e a substidncia inibidora eram removidos do meio de cultura. Por
cutro lado, a exiracdo em cloroférmin retirou parite do pigmento
sem afetar a intensidade das propriedades inibideras de filtrado.
A exposicfio A luz impede a producBe da substineia inibidora e nfo
afeta a produciio de pigmento. Do mesmo modo, agem o oxigénio,
o hidrogénio e o CQ.. O aquecimento produz perda da atividade
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inibidora, sem salterar a intensidade da pigmentacio. Depreende-se
dessas observacdes que ha estreita relagAo entre a producio de
pigmento e a de penieilina,

Durante os varios anog gue trabalhamos no assunto, enecontra-
mos, esporadicamente, algumas culfuras em meio liguido de Czapek-
Dox modifieado que nfc apresentavam a menor pigmentacfo. O
cogumelo formava pelicula delgada, de aspecto esbranguicado, ca-
racteristico da degeneracio da cultura, que era do tipo M {mice-
Hano). Toédag as vézes que o meio ndo apresentava pigmentaclo
nfo possuia, também, atividade inibidora para o Staphylococcus
aureys.

A existéneia de substinecia antibacteriana no liquido de cultura
do P. nofatum era sempre acompanhada de pigmentacio. A reci-
proca entretanto nfo é verdadeira, pois, muitas vézes, havia intensa
pigmentacdo e nfo observamos qualquer propriedade inibidora.

O pigmento nfo possui aclio antibacteriana e pode ser separado
da substancia ativa, como veremos adiante, por extraces em sol-
ventes orgénicos e por cromatografia.

Podemos concluir que tanto o pigmento como a penicilina séo
predutos do metabolismo do P. nofatum estreitamente relacionados,
possuindo propriedades diferentes.

PRODUCAO POR CULTIVO SUBMERSCO

E’ proecesso que parece simplificar muito a producdo da peni-
cilina em escala industrial. Para nos certificarmoes de suas vanta-
gens s6bre o do ecultivo em superficie, procuramos fazer algumas
experiéneias de produgiio por ésse método, que segundo CALLAHAM 7
estd sendo usado nos Estados Unidos e cujos detalhes ainda néo
foram divulgados.

Com o fim apenas de verificar ag possiveis vantagens de pro-
dugéio de penicilina com culturas submersas de P. notatum construi-
mog um “piloto”, como mostra a fotografia 4, usando um recipiente
de vidro “Pyrex”™ com capacidade de cérea de 10 litres. Na ausén-
cia de oulras possibilidades, preferimos o dite recipiente por ser
transparente e alto, pcrmitindo observacio melhor da eultura sub-
mersa. Fechamos a boca larga do recipiente com rolha de borra-
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Fotografia 4
Apareilio montado para experiéncia dse produgdc de peni-
c¢ilina, por cultivo sabmerso,

cha, com perfuracdes que davam passagem a tubos de vidro para
os seguintes fins:

1.2) um tubo longo que atingia o fundo do recipiente, des-

- tinado & entrada de ar estéril para garantir a aerobiose;

2.9  um tubo curto que apenas ultrapassava a faece inferior
da rolha, destinado & saida do ar e & semeadura do cogumelo:

3.} outro tubo igualmente curic, porém mais calibroso, que
dava passagem a um impulsor longo de vidro, destinade & agitacio
do meio e da culfura,
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A aeraclo foi feita por melc de um compressor de ar; antes de
entrar ne recipiente esterilizado com o meio de cultura, fillramos o
ar, préviamente, em camada de 6leo e depois em tubs com algoddo
estéril para evitar contaminaclo, Conseguimos agitacio satisfaté-
ria, uysando impulsor de vidro dobrado em “zig-zag®”, cujs estremi-
dade inferior quase atingia o fundo do reciplente e a superior ligada
a nm agitador elétrico que dava 120 rotacGes por minuto.

Preparamos o inoculum para 7 litros de meio, da seguinte ma-
neira: semeamos esporos de uma cultura de P. nofatum em meio
de Sabouraud num frasco de Fernbach contende 200 c¢m? de meio
e deixamos incubar a 22-26°C. até a formacfo de pequenas colbnias
que tinham o aspecto de pontos brancos. Isso se dava apés cérea
de 36 horas de incubagic. FEnitfo agitamos o frasco e com pipeta
transportamos asseplicamente, toda cultura jovem ac recipiente de
nroducao.

Usamos para a preparaglio do inoculum, e para produclo, o
mesmo meio de cultura com dgua de mitho, adicionande 1:1.060 de
carbonato de céleio, para evitar o excesso de acidez. Pela aeracfio
continua, o cogumelo, que é estritamente aerdbio, recebia o ar indis-
pensivel ao seu crescimento e s suas atividades metabdlicas, Pela
agitacio mantivemos o meio homogéneamente arejado, eonseguindo
disseminar as “coldnias™ do P. notefem igualmente por tdoda massa
Hguida.

Observamos que a agitacc deve ser conlinua, pois, se £or inter-
rompida, as “colbénias™ do cogumelo que assumem a forma de flocos
e aspecto esbranquicado, lembrando miolo de pdo branco, aglome-
ram-s¢ pouco & poeuco e, por gravidade, vio se sedimentando, for-
mando massa volumosa no fundo do recipients. Nestas eondicBes,
a aeracio das culturas torna-se muito reduzida, o que diminuj con-
sideravelmente o crescimento do cogumelo.

Em cultive submerso ¢ P. notetum produz penicilina, sem es-
porilar e, as colonias em forma de floeos brancos sio do fipo M
{miceliano). ®ste fato & interessantissimo, pois, em cultivo em
superficie, sé as culluras tipo C (eonidiano cu esporular) sdo hoas
produterag de penicilina.

Usamos nestag experiéncias preliminares a raca 832 Squibb,
que & uma culiura de P. notubum dotada de boa capacidade penici-
linégena por cultivo em superficie. Com esta cultura os resultados
foram praticamente nules. Cultivande o referido cogumelo no mes-
mo meio, porém, em superficie os resultadog foram satisfatérios,
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Previstas as condicdes da aeracfo, agitaciio, pudemos concluir gue a
raca Squikb 832 nf&o possue bba capacidade penicilindgena em pro-
fundidade. KEstamos atualmente experimentande outras racas de
Penictltium a fim de observar resultados melhores. O trabalho re-
cente de RAPER, ALEXANDER e COGHILL 2%% velo dar apoio & nossa
obgervacho. Esfeg autores assim se expressaram: “Many strains
which showed good yields in surface culture proved disappeinting
when studied in a submerged condition™.

RAPER, ALEXANDER e COGHILL estudaram 241 culturas diferen-
tes, pertencentes ao grupo Penicillium notatum — chryscgenum €
verificaram que 24, apenas, eram capazes de produzir quantidades
dogdveis de penieflina. Nephuma delag era mails ativa de que o
Penicillium nototum NRRIL. 1249. B 21 para a producdo de peni-
cilina em superficie. Verificaram, fambém, que vérias culturas
gram capazes de elaborar penicilina por culiive submerse, com
rendimento igual ao obtido por cultivo em superficie com P. nota-
tum NRRL 832 {55-85 unidades por ¢m?).

A cultura NRRIL 1951 {(P. 8. 46) P. chrysogenum mostrou-se
consideravelmente ativa tanto em cultivo submerso como em su-
perficie,

As provasg foram feitas no seguinte meio recomendado pelo
Dr. A. J. MOYER:

Lactose Liiiriii i e 26,0 grs.
MgBO, . TH.O ... .. oo 0,25 gx.
HEKPO, i i, 0,50 gr.
NaNQg oo e 3,0 grs.
Zn (como ZnSQ0 ... .. 0,01 gr.
“Corn steeping Hauor” ............ 40 e
Agua destilada 9. 50 ... 1.000 cmnd

O meio foi distribuido, em quantidades de 125 em?, em frascos
de Erlenmeyer de 800 em?® e esterilizados a 121°C. durante 20 mi-
nutos. Antes da inoceulacBo dos esporos RAPER e col. 2% adiciona-
ram s cada frasco 1 grama de CaCQ2  Cads frasco foi semeado
com 1 em?® de suspensfio densa de esporos {verde escura). Usaram
dguaz contendo 1:10.000 de lauril suifonate de s6dio para obter
suspensiio uniforme., Os frascos incubados a 24°C. eram agitados
por meio de agitadores de Ross-Kershaw, de modo a se ter velo-
cidade de 200 a 210 rotacBes por minuto. Com a cultura NRRL
832 obtiveram rendimento de 45-60 unidades por emd, em 4 a &
dias.
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Diante d8sses estudos depreende-se a importdncia da selecdo
e da adaptaclo das racas para producdo de penicilina em cultivo
submerso. A principal vantagem déste método sbbre ¢ do cultivo
em superficie, é poder ser feita a produclo de penicilina bruta em
nimero de recipientes incomparavelmente menor. Reproduzimog a
fotografia 5 gue vimos numa revista norte-americana (“Life”, de 17
de julho de 1944} de ums grande indastria de peniciling que usa,
para cultivo submerse, dornas eom capacidade de 15.000 galdes que
podém comportar cérea de 45 toneladas de meic de cultura,

Folografia &
Vista de vma industria. de penicilina, moestrando o eguipamento para recuperadio
de soiventes.

PRODUCACG EM MEIOS B0LID0OS E SEMI-SOLIDOS

O cultive em meios s6lidos ou semi-sblidos despertou, desde o
inicio, interésse dos pesquisaderes porgue néles se obtém o méaximo
de producfio de penicilina em menos tempo que nos meios liquidos,

RAo e DE, citados por LINHARES 172 yerificaram gue o P. nofa-
tamn cultivado em melo semi-sélido produzia o maximo de atividadz
antiztafilocéeica, no terceiro dia de incubacho.
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VIEIRA DA ROCHA 251 obgervou crescimento rdpido & exuberante
do cogumelo, com elevada producBo de peniciling, no seguinte meio
sélido;

AT i e 15,0 grs. -
PepPloma ... vvrroreinrnnnnernroasinas 12,0 grs.
Agua de edeo a 17890 @ s ... ..., 1,000 em¥

Nesse melo. a producdio j4 era acentuada no 5.° dia e aumen-
tava gradualmente até o 7.°.

NEGRONI ¢ FISCHER %%, usando meio semi-sélido 4 base do fa-
relo, verificaram que & necessirio prolongar a incubacio até que o
cogumele tenha metabolisado completamente a fonte hidrocarbona-
da, para se obter ¢ maximo de producfo de penicilina.

Agsim, submetendo o farelo, préviamente, & aclo enzimitica
do P. notatum durante 4 dias, a 28°C. (50 grs. de farelo e 150 cm?®
de agua destilada), e depois adicionando dgua pepionada e manitada
{100 em3) o passando a incubar a 24°C., sbtiveram resultados hem
melthores. Verificaram que a aclo enzimibica do cogumelo é favo-
recida, fazendo-se passar, didriamente, sma corrente de ar e que
a melhor concentraciio de manita a ser adicionada é 0,1%.

MODERN, JLLA e ARZENO 2 prepararam wm meic semi-sélido,
adicionando 80 gramas de farelo a 200 em® de liguido nutritive de
pH 7.0-7.2, 4 base de sals minerais, dgua de maceracio de mitho
e hidrolisado de caseina. Nesse meio cultivaram o P. nolatum e
obtiveram, sistemdticamente, rendimenioc de 506 Unidades Oxford
por cm?,

A producio de penicilina em melos s6lidos e semi-s6lidos, em-
bora seja apenas interessante sob o ponto de wvista experimental,
pode dar rendimentos semelhantes aos dos meios lquidos; entre-
tanto, é inadequada para a producfo em larga escala por apresentar
maiores dificuldades na manipulacio e mecanizacio,

EXTRACAO DA PENICILINA

A extracio da penicilinag produzida nos meiog ds culturs deve
ser feita imediatamente apds ter-se verificado que a atividade anti-
bacteriana atingiu o méiximo. O pH do meio em tdrno da neutra-
ldade é, como j4 vimos, precioso indicio de gue a cuitura produziu
o méximo de penicilina. O dniec método seguro conhecido é, porém
a dosagem da atividade antibacteriana, que analisaremos adiante.
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Produzida a penicilina nos meios de cultura, separa-se o liquido
das particulas em suspensfio e da massa do cogumelo, que sio des-
prezadas. Pode-se obter o liguide Iimpido por filtraclo on por
centrifugacéo.

A filtracfo pode ser feita primeiramente stravés de tela meté-
lica galvanizada (16 malhas por cm?) para separar as particulas
grosseiras e og micélics; depois, em filtro de tecido de algodéo para
-tornar o meio limpido. Achamos que, nessa fase, a filtracio a
vaeus, por meio de filtro-prenss deve ser adeguada para fing in-
dustrizis.

A separaciio por centrifugacio &, sem duvida, mais pratica e
mais propria para grandes quantidades de meio de cuitura. Cen-
trifugas de aco inoxidavel, semelhantes 4s turbinas usadas em tin-
turarias, devem dar bons resultados,

Obtide o Hquido limpido passa-se & fase fisico-quimica de pro-
ducéo, que come¢a com a extracio da penicilina.

Pela extracio separam-gse og sais minerais e outras substéncias
inativas do lHguido de cultura.

Por extraefes sucessivas isola-se e concentra-se o prodube para
purificacdo ulerior, que pode ser feita por cromatografia e outros
processos que veremos adiante.

Pode-se isolar a penicilina de liquide Hmpide de cuitura por
dois processos:

1.9} extracio em solventes orgénicos;

2%  adsorcfo em carviio animal ativado ou outros adsorventes.

EXTRACAQO FPOR SOLVENTES ORGANICOS

O éter, o clorofbrmio, os acetatos de amila, etila e butila, o bu~
tano!l sfo adequados porque dissolvem a penicilina e sfio mui pouco
sollvels em agua; além disso, podem ser separados dela mecéni-
camente, por possuirem diferenca suficiente de densidade. Para
fing industriais, em condicdes outras de igualdade, deve-se preferir
o solvente orgénice gque seja menos sollvel em dgua e que apresente
malior diferenca de densidade,

ABRAHAM e colaboradores® conseguiram extrair a penicilina em
solventes, acidificando com 4cido fosférico o liquide de eulfura a
pH 2.0,

A acidificacfo, embora tenha acfo destrutiva sébre a penicilina,
¢ necessaria para tornar possivel a passagem da mesma para o
solvente orginico. Parece que a acidificacfio diminui a solubili-
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dade, na dgua, da penicilina, que pasea, entdo, para o acetato de
amila, éter, ete.

Para reduzir ao minimo a destruicio da penicilina em pH
tdc baixo, a extraclo deve ser feita o mais rapidamente possivel e
em temperatura ndo superior a 7°C. .

Separa-se o extrato por decantacdo ou, melhor, por meic de
centrifugas separadoras de jacto continuo, como as modernas des-
natadeiras de leite,

ArnabBaM e colaboradores® usaram, sem descrever defalhes,
um “ecounter-current apparmatus” com o qual podiam extralr no
maximo 80% da penicilina.

Trabalhando-se com peguenas guantidades pode-se fazer a es-
traciio em funis de separacio. Kmhora seja processo demorado
e cansativo o rendimento é maior, atingindo 90.959%.

Desde que a diferenca entre a dengidade do sclvente orginico
e da Agua seja maior do gue 0.1, consegue-sz & sepavaclo com
erande facilidade, usando centrifuga separadorsa.

Segunde CALLAHAM %7, gue féz interessante reportagem sbhre
a producio da penicilina em larga escala, a “Commercial Solvents

Fologralin 6
Super-centrifugas que giram a 15.860 r.p.m . destinadas 3 separaclo de
solventes orginicos, durante as Ffases doe  conesntracio da  penieiMnn,
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Corporation” de Terre Haute, Indiana, U. 8. A, para geparar os
solventes orgéinicos, durante as fases de coneentracdo, usa super-
centrifugas que giram a 15.000 rotacdes por minuto.

A fotografia 6 mosgtra um conjunto dessas cenirifugas,

Resultados sazisfatdrios obtivemos com centrifuga separadora
que dava 9.000 a 11.000 rotacdez por minuto,

E centrifuga, primériamente destinada 3 desnataciio de leite
o de fabricacio norte-americans “Intermacional” “8 5”. Como se
vé na Totografia 7 pode ser acionads por manivela gu por motor
conjugado,

Fotogralla 7

Centrifuga separadora “Internationsl § 57 usada na seds-
ragic de solventes, durante ax fases de extracio e concentragio
da penicilinz.
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»

A parte principal dessa cenirifuga é o “ifambor” ou “bélo”
giratorio (vér fig. II) que se adapia ac eixo da centrifuga acionada
por motor monofisico de 1/4 HP. No “bolo™ piriforme penetram,
emulsionados, por agitagho, o solvente orgéanico e a Agua que, pas-
sando pelas perfuracdes de ums pilha de 36 discos em alta rofacho,
por diferenca de densidade separam-se, saindo sob a forma de jactos
continuos, por 2 orificios diferentes do “bdlo”, podendo ser cole~
tados separadamente.

Como a extracio se faz em meio dcido, preferimos usar “bdlo”
e “discos™ de aco inoxidével.

Esta centrifugs ainda serve para recuperacio dos solventes
orgénicos usados na extracfo. Consegue-se isso centrifugando a
mistura em paries iguais do solvents usado e dgua destilada alea-
linisada a pH 8.0 com lixivia de gpda. Por éste processo ripido,
poupa-se o dispéndio de tempo e material com a recuperaclo dos
solventes por destilacio,

< ROsca
.-\

~-5aseo

Digcos separadores

il

e ¢

Figura IE
“Holo” ou “tambor”™ ua eentrifuga
anterior, mostrande os discos perfu-
radog para separacio de solventes.
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r . 1

Euxtragdo pelo acetato de amiia.

Para extracfo de penicilina em peguena eseala, por meio de
solventes orginicos, ABRAHAM e CHAIN ! usaram o seguinte méfo-
do: “0 liquido de cultura & refrigerado em geladeira a 4°C, acidi-
ficado com Acide fosférico a pH 1.9 ¢ extraido em poredes de 2
litros com igual volume de acetato de amila. HRste solvente remove
90-95% da substdncia ativa. Extrai-se, em solucio aguosa a pe-
nicilina do acetato de amila, por agitacio de porcbes de 2 lifros com
400 cm? de 4gua, adieionande, em peguenas quantidades, barita
N/30 com agitacfo intensa até atingir o pH 6.2-6.4.

A temperatura durante estas operactes nfo deve exceder 7°C.
Geralmente sfc necessariog 30-40 em® de barita N/8(0 para cada lote
de 2 litros e usa-se nova agua somente apds a extracdo de dez lotes
de 2 litros de acetato de amila., Quase tdda penieilina é recupe-
rada por 8ste processo.  Lava-se novaments o acetato de amila res-
fante, com agua (sem adiclo posterior de barita), para remover
parfes regiduais do primeiro extrato forte. Obtém-=se o primeiro ex-
trato, que € uma solucBo aquosa, fortemente pigmentada, cbr
vermelho-marrom, com volume aproximadamente 40 vézes me-
nor que o do acetato de amila empregado. Filtra-se essa
solugfo e tratasse com carviio animal “B. D. H.” (40-60 gramas por
litro). Usando-se quantidade certa de carvio, perde-se, por ésge
tratamento, mui pouca penicilina, porém, remove-se grande parte
do pigmento inativo.

Convém determinar pars cada partida, numa pequena amostra,
a quantidade de earvBo necesgdria para remover o miximo de pig-
mento com perda minima de atividade da penicilina.

Filtra-se a solucdo e lava-se ¢ earvio residual, adicionando a
dgua de lavagem & soluco.

Resfria-se a 4°C. e junta-se 1/3 do seu volume de éter “anes-
tésico.™

Acidifica-se a camada aguosa a pIl 1.9 eom Aacido fosférico a
10% e extrai-se agitando vigorosamente, Faz-se assim 3 extra-
ches sucessivas com éter, nflo deixando a temperaftura subir aci-
ma de 4°C.

A purificacho posterior é feita por cromatografia, fazendo-se
passar o extrato etéreo concentrado de penicilina através de co-
Iuna de alumina segundo BROCKMANN.

A fim de obter penicilina para nossos estudos experimentais,
usamos nuherosas vézes o método ora deserito e verificamos que
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d4 rendimento 6timo; enfretanto, é muito trabalhoso e exige grandes
volumes de solventes orgéinicos. Tentamos por varias maneiras
gimplifics-lo, porém, a modificacio gue nos parecey mais interes-
sante foi a substituicdo do acetato de amila por 1/5 do seu volume
de acetato de butila.

Ouira modificaclio que também achamos interessante é 2 subs-
fituicBo do hidréxido de bario (barita) por hidréxide de ambnio
com o mesmo titulo N/30.

Fotografin 8
Aparelhe nroposto para congervacio e distribuigdo de solucio
de  bariia.
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A solucio de barita usada por ABRAHAM e colaboradores apre-
senta o ineoveniente de ser facilmente carbonatada, por acio do
C0, do ar. Pela formacio do carbonato de birio, insolavel, a par-
tir do Ba(UH), a solugho fica com titulo diminuido, turva e com
precipitado. O uso da barita & necessirio na dltima fase da ex-
tracfio, quando se descja obter o sal de bario da peniciling ou o sal
sodico a partir do bérico. Conseguimos remover os inconvenientes
gue apresentam as solucdes de barita conservadas em frascos que
néo impedem que elas figuem expostas ao ar, com o uso de um
aparelho de vidre que idealisamos em colaboraciio com o Dr. Mério
8. Penteado, guimico-chefe do Instituto Adolfo Lutz, A fotografia
& mostra o aparelho montads e pronfo para o use e a figura ITI,
seus detalhes.

Pigura 11T
Tretathes das partes compoenentes do apareihe anterier,
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Consiste em um balio de vidro neutre (A) no qual se coloca
a solucdo de barita recém-preparada; um insuflador de borracha
(B) que, comprimido, faz a solucfo sair por um tubo de vidro (C)
Hgado a uma bureta calibrada (D) e também ligado a um outro tuho
(E) que termina numa valvula de seguranca (F) ligada a uma
ampbdla sberta (G). Essa ampbla conidm lixivia de soda que retem
o CO, do ar que penetra no aparetho por um tubo (H). A vilvula de
seguranca (F), no caso de refluxo, impede gue a soda passe para
a bureta,

FEaxtragdo pelo cloroférmio;

MEYER e colaboradores 9% extrairam a penicilina pelo cloroférmio
usando o seguinte processc: *“Acidifica-se o liquido de cultura pH
8.0-4.0, satura-se com sulfato de amdnio e extrai-ge com clorofirmio,
Recupera-se a substdseia ativa do extrato cloroférmico concentrado,

_por melo de fosfato tampio a p¥ 7.2, Repete-se a extracio pelo
cloroférmio e fampio e separam-se os pigmentos menos scidos da
fracfio mais ativa, por extracio em cloroférmio, em valores de pH
diferentes.

Obtém-se a penicilina dos extratos concentrados, sob a forma
de acido livre, por precipitaciio pelo éter de petrdleo, ou sob a forma
de sal ambnio pela saturacfo de solucde cloreformio-benzol com
gis séeo de amdnia. Se a precipitacio do acide livee f0r lenia,
geparam-se em grandes cristaiz amareles, e de forma afilada. O
sal de aménio forma pé microcristalino, amarelo escuro. fiste pro-
cesso tem dado resulados uniformes e o rendimento é mais gue
50% da poténeia original”,

Extracdo pelo dleool n-butbilico

EBERGER *2 pesquisou solvenies que extraem a penicilina de so-
luciio aquosa em pH que ndo prejudica a atividade. Verificou que
grande porcentagem da penicilina pode ser extraida pelo alecol
n-butflico de filirado de culiura ajustado ao pH 6.4, em gue a
penicilina é mais estidvel, adicionando quantidade adequads de sul-
fato de amodnio (800grs. para 2 litros de penicilina bruta); veri-
ficou, entfo, que a penicilina é quase totalmente extraida pelo
aleool butilico,

A adicfio de sulfato de aménio tem, também, a vantagem de
precipitar a maior parte do pigmento inativo,
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Recupera-se novamente a penicilina em soluclc aquosa adicio-
nando-se ao exirato de Alcool butilico, éler de petrdleo e soluefo
dilnida de bicarbonato de sédio. '

Durante éste processo efetua-se uma outra purificacdo da pe-
nicilina, pois, algumas impurezag permanecem no éter de petrdleo.

A soluclo aquosa concentrada de penicilina pode ger posterior-
mente purificada pelo método uspal da extracio em éler,

A téenica recomendada por BERGER é a seguinte: “Ajus-
tam-se eom acido fosférico, ao pH 6.4, 2 litrog de liquide de cul-
tura e néles se dissolvem 800 gramas de sulfate de amdnio, O
precipitado contendo proteinasg e pigmentos inativos & separado por
filtracBo. Misturam-se 400 em® do filtrado com igual volume de
Aleoo!l n-butilico e extrai-se por agitacfo. O mesmo extrato ale
céolico é usado para extrair 4 outras porcbes de 400 cm?® de l-
guido de cultura. Adiciona-ge aos 400cm? do forte extrato aleodli-
co igual volume de éter de petréleo. Extrai.se a penicilina desta
mistura agitando-a com 200 em?® de solucdo aguosa de bicarbonato
de s6dio 2 2%. QObtém-se, por 8sse processo, a major parte da pe-
nicilina do liguido de cultura, sob a forma de sal de s6dio em go-
lucdo aguosa™.

BETRACAO PELO CARVAQ ANTMAL

Fm 1935, REIp, estudande a relagio entre o pigmente o a
subsgténecia inibidora produzida pelo P. notatwm em meio de cultura
verificou que ambos eram adsorvidos pelo carvio.

O uso do carvio animal foi recomendado por ABRAHAM e
ol * para descorar o extrato aquoso concentrado e fortemente
pigmentado, que resulta da recuperaciio da venicilina dos solventes
orgénicos usados na extracio,

ABRAHAM e CHAIN* usaram 8% de carviao animal “B.D.H.”,
co meo fim de remover o pigmento inative gue prejudica o de-
senvolvimento do cromatograma em coluna de alumina de Brock-
mann. Ao experimentarmos o descoramento pelo carvic animal
ativado Merck verificamos que tanto o pigmento como a substin-
cia ativa eram removidos, confirmande a observaclo de REID, em
1935. Apenas 0,5% do referido carvdo era suficiente para desco-
rar complefamente o liquido fortemente pigmentado que confinha
a substincia ativa,

Dada a quantidade minima de carvio usada, ocorreu-nos a
idéia de fazer & adsorcio da penicilinag diretamente do liquido de
cultura, para tentar recupera-la posteriormente. Procuramos, pri-



92 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFQ LUTZ

meiramente, analisar o fenémeno da adscrcfo, em funclo do tempo
e do pH.

Para isso distribuimog porcles de 100 em? de peniciling bruta,
com pH 7.0, em 6 frascos de Erlenmeyer e adicionamos g ecada um
0,5 grama de carvio animal ativado Merck, agitamos fortemente ¢
colocamos em geladeira, Ap6s decorrer os seguintes tempos: 215,
5, 15, 80, 60 minutog e 24 horas retiramos de cada vez um frasco
g filtramos o contelido em papel de filtro. Observamos que todos
os filtrados estavam completamente descorados e gue em nenhum
houve modificacgo do pH, que permaneceu neutro.

Repetimos a experiéneia com outro carvio animal, usado para
o descoramente de vinhos e verificamos abalxamento acentuade do
do pH. Adicionande ésse earvio & Agua destilada, com pH 6.9
(determinacio potencioméirica), verificamos que o pH passon a
5.0. Observames, também, que, de um carviio para outro variava
muito a capacidade de descoramento da penicilina bruia.

Kssas variacBes podem ser explicadas pelas diferencas de pro-
cessos de purificacdo do carvio animal bruio, que contém grande
quantidade de sais de calcio (fosfato 709 e carbonato 8%). E
o tratamento por icido cloridrico, a gquente, que transforma os re-
feridos sais #m cloretos, segundo a reacdo:

CaC0; + Ca; (P0,): -+ 8 HCl ~> 2 HyPO, - 4Ca Cl, 4 H.0 -+ CO;

O Acido fosférico fornecido, nfio sendo completamente remo-
vide por purificachio ulterior, pode ser causa do abaixamento do piH.

Lembramos &sses detalhes porque achamos que o processo de
extracio direita da penicilina pelo carviio animal é maig simples,
mais ripido e mais econdmico do que a extracio por solventes or-
ganicos, uma wvez previstas as condicdes otimas para o seu uso.

Temos a impressio de gue é 0 método mais adequado na pro-
ducfo industrial da penicilina. Em favor dessa idéia fala a repor-
tagem de CALLAHAM 37 sbbre a producio de penicilina em larga cs-
cala, na “Commercial Solvents Coerporation”, dos Estados Unidos.

Eis 8 descricio gue achamos interessante: “Mediante una
bemba eentrifuga se hace pasar cerveza filtrada, muy ligeramente
alealina, a um tangue de absoreidén, de acero al carbone inoxidable,
cerrado, de agitacién lateral, donde se agita como por 15 minuatos,
aproximadamente com 2 a 2,56 de carbén activado. La penicilina
v ciertos otros constituyentes son absorbidos en el carhén vegetal
Fsta operacién no debe prolongarse innecesariamente, pues de ser
asi la pérdida de penicilina serd excessiva™.
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Como vemos, hd até a indicacho da porcentagem de carvio
usgado, porém, nfo encontramos referéneia sbbre o solvente ou sol-
ventes usados para I:ecug}eragéo- da peniciling do carviio. Entio
fizemos experiéncias nésse sentido. Apds numerosas provag com 08
maiy variados solvente orgénicos, verificamos que a acetona ers o
gque methor libertava a penicilina adsorvida pelo carviio animal
ativado.

Encontramos o solvente, porém nos deparamos com outra di-
fienldade, pois, a acebona é soliivel na dgua em qualquer propor-
cfio, e isto impedia a reobtencio de penicilina em goluto aguosc para
puarificacio ulterior.

Apés novas tentativas conseguimos resultados satisfatdérios eom
a associaciic de acetato de butila e acetona na seguinte porporcio:

oY 1 10 partes
aeetato de butila ... ... ... .. . . 90 partes

Dessa forma conseguimos recuperar em Agua destilada, vsan-
do o processo habitual, 50% da penieilina,

N&o tendo terminado essas pesquisag achamos, entretanto,
util lembrar que os earvies animais sais ativos que experimenta-
mos foram: “Carbo-Norit-Union” (norte.americano); “Acticar-
bone WO0” ({francés); e o Carvio Descorante Tipo C” (da firma
Deutchmann Leal & Cia. do Rio de Jdaneiro). Com 2sses carvoes
conseguimos descoramento completo do lquido de cultura do P.no-
tatum usando 0,6 a 1% e deixando meia hora em temperatura am-
biente.

Caleinando 50 gramas de uma amostra de carvio ativado em
mufla a 500°C. durante 14 hora, verificames que aumeéntava o po-
der adsorvente com reducdo aprecidvel do péso. Apds ésse trata-
mento o péso do carvio ficou reduzido a 38,536 gramas,

Diante désses resultados achamos que, para se obier resultados
satisfatdrios e constanies, o carviio deve ger preparado e ativado
especialmente para adscorcio de penicilina. Provas devem ser fei-
tag para se verificar s retencio seletiva do pigmento inative e
libertacfio da penicilina durante a eluicdo.

EXTRACGAD PELO ACETATO DE CELULOSE

Em wista dag dificuldades encontradas na eluicdo da penicilina
adsorvida pelo carvaoe animal ativado, procuramos experimentar ou-
tros adsorventes para extracfio direta da substdncia antibidtica.



94 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

’

‘ > H
O 6xido de aluminie, o silicato de aluminioc e o kieselguhr mos-
trataram-se péssimos adsovventes para a referida extracio. O ace-
tato de celulose, entretanto, nog parereu bom adsorvenfe da peni-
cilina. Ele difere, porém, do carvio animal, por ser ativo sdomente
em meio écido, exigindo, por isso, refrigeracfio da penicilina bruta
durante a extracfio. Apresenta, no entanto, a vantagem de libertar
faeilmente a penieiling em soluclo agquosa de fosfato tampdio.

N#o encontramos qualguer publicacie sdbre o uso do acefato
de celulose na extrac8o da penicilina; apenas tivemos informacdo
pessoal do Dr. Arela Lefio que, no Instituto Osvaldo Cruz, iniciou,
em colaboracdo, pesquisas a respeito. Em experiéncias prelimina-
res usamos o acetato de celulose, sch a forma de pd fino, que fol
passado através de tamis de 900 malhas por em?. Para a extracéo,
juntamoes 2% déste adsorvenie, em pé, & penicilina bruta aecidifi-
cada a pH 2.0, com 4cido fosforico g 10%. Durante a extracio,
que durou cérea de 15 minutos, a penicilina bruta foi mantida em
contante agitacio e em temperatura inferior a 7%C. Por termos
feito sOmente poucos ensdios, ndo podemos, ainda, tirar conclusbes
de carater definitive; todavia, temos ji a impressfio de que o ace-
tato de celulose é adsorvente bastante interessante para a extracfo
direta da penicilina do meio de cultura.

PURIFICACAO DA PENICILINA

Pelog processos de extracfio j4 analizados obtém-se soluches de
penicilina com apreciivel grau de pureza, porém, ainda encerra
uma parte de pigmento, além de outras substincias inativas e pi-
retogenas,

Pode-se eliminar o pigmento restante e o pirogénio por meio de
adsorcio seletiva em coluna (cromatograma).

CROMATOGRATTA

O método cromatografico de andlise torncu-se eonhecido desde
1906, gquando o grande botdnico russo TSWETT publicou uma me-
mdria sbbre as matérias corantes dag féthas wverdes. Filtrando
através de uma eoluna de carbonato de cdleio, uma solucdo destas
substincias corantes verificou o aparecimento, na eoluna, de nu-
merosos discos de cbres diferentes, Conelui TSWETT que podia, por
8ste simples processo, separar as espécies quimicas por meio de suas
diferentes afinidades adsortivas. O desenvolvimento réapide da
aplicacio do método cromatografico teve como ponto de partida a

’
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separacfio dos carotenog isomeros (alfa e beta) por KUHON e LE-
DERER. Atualmente, a andlise eromatografiea entrou na téenica
geral dos laboratérios quimicos, pois sua aplicagdo nio se limita
a0g pigmentos, porém, se estende segundo VILLSTAEDT 22 a tédas
matérias. corantes, naturais e artificiais, lisoposoliveis ou hidroso-
Hiveis. Além disse, ésse métedo fem gido usado para separacio de
vitaminas, hormonios, alcaldides e, presentemente na purificacéo da
penieilina. '

ABRAHAM e CHAIN ¢ purificaram 2 penicilina por cromato-
grafia em coluna de 40 ecentimetros de alturs e 3,6 de difimetro.
Usaram como adsorvente a glumina (6xido de aluminio) preparada
segundo o método de Brockmann, obtida de Savory & Moore de
Londres.

Algumas experiéneias fizemos com a alumina Merck estandar-
dizada segunde Brockmann, para anilise eromatogrifica. Essa
alumina especialmente preparada para adsorcio seletiva, apresen-
ta-se sob a forma de pé branco, muito fino; cujas particulas sdo de
tamanho padronizado. O preparo da coluna requer muito cuidado
pars que figue perfeitamente homogénea, condicfio essencial para o
desenvolvimento de bom cromatogramas,

Ag téenicas de preparo dos adsorvenies, o processos de ati-
vacdo dos mesmos e o modo de preparar a coluna de adsorcio en-
contram-se detalhadamente descritag nos livros de ZECHMEISTER €
CHOLNOKI %1% ¢ VILLSTAEDT 292,

Qutras substéncias foram também usadas para purificacdo da
peniciling por cromatografia, como o “Florisil” da Floridin Co. Inc.
Warren, Pensylvania; o “Zirconium oxide 1-31546 A” da Titani-
nium Alloy Mfg. Co., Niagara Falls, N, Y.; o *Adsorpiive Powde-
red Magnpesia N.° 2641 da Westvaco Chlorine Products Corp., Ne-
wark, California: a 13 de vidro, a silica-gel ou “Hiflo-superceal™.

ABRAHAM e CHAIN 4 fizeram passar uma solucdo concentrada
de penicilina em éter, através de coluna de alumina, e obtiveram o
degenvolvimento de um cromatograma em 4 camadas, na ordem
geguinte: :

1.°)  uma camada marrom escura, de 1 cm. de altura, con-
tende pouca penicilina

2.9) uma camada amarelo-clara, de 12-14 ¢mas. de altura, con-
tendo a maior parte da penicilina;

3.°) uma camada amarelo-alaranjada, que varia em altura,
contendo pequenas quantidades de penicilina;
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. 4.°) uma camada vermelho-vicldcea, que nfo contém penici-
lina.

ABRAHAM e col? haviam verificado, pelo mesmo proecesso, que
a primeira camada pode estar apsente & que sua espessura é inver-
samente proporcional 4 quantidade de carvio usado parg o desco-
ramento; a segunda, que contém a malor parte da penieilina, nfo
contém pirogénio; fica 8ste, quase que ftotalmente, na terceira ea-
mada.

Apéds a simples passagem do extrato etéreo concentrado ndo se
observa um cromatograma com camadas nitidag, Consegue-se o
desenvolvimento do cromatograma lavande-se a colina, pela pas-
gagem de pequenas quantidades sucessivas de éter purn. Durante
essas operacdes deve-se ter ¢ cuidado de nlo deixar secar a coluna,
mantendo-a até o fim, com um pouco de liguido, pelo menos, para
evitar & formacfio de fendas pa coluna, o gue prejudicaria o cro-
matograma.

Das guatro camadas, sémenfe a segunda é aproveitada para
purificacdo posterior.

Recupera-se a peniciling da alumina fazendo-ge a eluicfo em
solugdo M/15 de fosfato tampio (pH 7.0).

ABRAHAM ¢ CHAIN ¢ fizeram 4 eluicdes usando sempre 0 mesmo
volume de solucfio tampfo, porém, durante tempos diferentes, a
saber: 14 hora para a 1.7 eluicfio; 1 hora para a 2.2; 2, para 3.7
e 4, para a ultima.

0Os eluados sfio reunidos e extraidos 3 vézes em pH 2.0, com
1/8 do seu volume de éter isento de perdxidos, a 4°C.

Recupera-se a penicilina do éter com 1/8 do sen velume de
dgua ajustada ao pH 5.8-6.0 com Dbarita N/30. Extrai-se outra
ver, em éter para fazer novo cromatograma. Mediante trés cro-
matogramas sucessivos obtém-se s penieilina, em elevado grau de
pureza.

ABRAHAM e CHAIN % no terceiro cromalograma, usaram ace-
tate de amila em lugar do éter. Apo6s a eluiclo em fosfato tampio
extraciio em acetato de amila, recuperacic em Agua com barita
N/30 e pH 6.5 ¢htiveram solugio de sal barico que, apds secagem
por liofilizacBo deu um pd ligeiramente amarelo, com ativiiade de
450-500 Unidades Oxford por miligrama.

CATCH, COOK e HEILBRON 2 introduziram nova técniea croma-
tografica, que diminui ag perdas de penicilina, dada sua labilidade
4 maijoria dos processos guimicos,
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O novo métedo cromatografico consiste na adsorcio da peni-
cilina de um solvente orgénico, como éter ou acetate de amila, em
coluna com “suporte” que retenha a dgua. Este “suporte” resulta
da associacdo de silica com hidréxide ou carbonato de um metal al-
calino ou alealino-terroso. Nestas condicfes os Acidos mais fortes
gque acompanham a penicilina sdo retidos na parte superior da co-
luna, enquanto os mals fracos descem lentamente. A penicilina
fica concentrada numa camada bem delgada da coluna. A ativi-
dade do sal da penicilina obtido por &sse processo era de 750 uni-
dades por miligrama, inibindo o Staphylococcus aureus na diluclo
de 1:150.0000.000.

REDUCAO PELO AMALGAMA DI ‘ ALTMINIO

A reducio pelo amalgama de aluminio congtitui a allima elapa
da purificacio da penicilina, pelo métedo de ABRAHAM e CHAIN

Estes pesquisadores prepararam essa liga da scguinte forma:
trataram com soda a 5% fragmentos de aluminio, de 2mm?, até a
formachio intensa de hidrogénio; lavaram demoradaments com agua
moerna e amalgamaram, per forte agitacfo, durante 2 minutos com
soluclo aquosa a 0,5% de clorete merclirico. Lavaram, entfo, os
fragmentos em Agua, dleool ¢ éter de petrdleo; conservaram cm
éter de petrélec até o uso, .

A técnica usadat para a reduciic fol a seguinte: “Pesa-se 1
grama de sal de bario da penicilina purificada por cromatografia
e dissolve-ge em 150 em?® de Agua. A esta adiciona-se 1 grama de
amalgama de aluminic e 15 a 20 cm?® de éier, para evitar espuma.

A medida gue se realiza a reducdo os ions oxidrila vio sendo
libertados, a principio rapidamente, e de modo mals lento no fim da
reducio,

Acerta-se continuaments ¢ pH a 7.9, adicionando-se dcido clori-
drico N/10. Geralmente, gastam-se cérea de 20 em® de acido para
cada grama de sal de bario da penieilina.

O pigmento amarelo é precipitado junto com o hideéxide de alu-
minio e a suspensio torna-se gradualmente verde.

O tempo necessario para reducio completa depende da atividade
do améigama de aluminic usado, nfo devendo exceder de 4 horas.
Centrifuga-se e filtra-se o sobrenadante que, dosado, revela yma perda
de 16-259%. Resfria-se o filtrado a 4.°C. e extrai-se duas vézes com
metade do seu volume de acefato de amila gelado.

Fiitra-se a solucdo de penicilina em sacetato de amila e extrai-se
em 1/5 do seu volume de Agua, ajustando-gse o pH a 7.9 com barita
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N/30. ABRAHAM e CHAIN ¢ verificaram que a atividade da peniei-
lina apds a reducdic em amdilgama de aluminio, pelo processo des-
erito, era aproximadamente de 800 unidades por miligrama,

OBTENCAO DOS SAIS DA PENICILINA

Tratandc-se a solucdo de peniciling livre, sob a forma de Acido,
por guantidade equivalente de hidréxido de cdlclo, obtém-se o sal
de célclo em solugdo,

Se o tratamente f6r com hidréxido de bdrie (barita) obtém-se
o sal de bario e assim por diante.

O sal de s6dio pode ser obiide, tratando-se a soluclo de penici-
iina sob a forma de acido livre pelo bicarbonato de s6dic a 2%, ou
hidréxido de sédio. .

Preferimos obter ¢ sal de sdédio tratando as solucdes concentra-
dag de sal de bario da penicilina por uma sclucéio de sulfato de sé-
dio N/86, titulo igual ao da solucio de barita usada para obtencéo do
sal bario. Calculado, pela bureta do aparelho que j& descrevemos,
o volume gasto de solucdic de barita N/6, adiciondvamos volume
igual de solucdo de Na,50, do mesmo titulo. O sal de g6dio é assim
obtido pelo fendmeno gquimico da dupla troca, com formacio de sul-
fato de bdrio inselivel, que é separado por filiraglo, Filtrada a
solucho, verifica-se se contém ainda tracos de bario, pela adiciio
de gitas da solucio de sulfato de sédic. Se ainda houver precipi-
tacio de sulfato de bario adicionam-se gétas de solucio de Na.S0,
até ndo mais se formar precipitado. Esta solucio final refrigera-
da é imediatamente esterilizada por filtracio que precede a secagem.

SECAGEM DA PENICILINA

.

A secagem da penicilina é a Ultima operacfo da produgio e
deve ser realizada logo apés a obtencio das solucfes concentradas
de penicilina purificada.

A secagem é feita pelo chamado processo liéfilo, deserito em
1935 por FLOSDORF e MUDD % para conservacio de produtos biclé-
gicos dessecados.

O método consiste essencialmente em congelamento ripido 2
temperatura muito baixa e em rapida desidratacio do liguido em
estado de congelacdo sob a acio de alto vacuo. Por acio de alto
vécuo da-se verdadeira sublimacéo, pois o material do estado sélido
{congelado) passa diretamente ao gasoso,

Apbs a secagem, cujo tempo varia com z técnica usada, o sal
de penicilina se apresenta sob a forma de pd.
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Nas inddastrias, a secagem da penicilina & feita diretamente
nos frascos que sfio distribuidos para o consumo,

Usamos, para congelar ag solugbes de sal sédico, mistura de
neve carbdnica e dlcool etilico que deve ter temperatura de 30°
40°C abaixo de zere. .

Fizemos a secagem em jarra de vidro usada em bacteriologia
para secagem de eulioras, Obtlvemos o sal sédico, scb a forma de
pé. apbs cérea de 48 horas.

PoMES e TRVING 217 descreveram um aparelho para lofilisacdo
de produtos em pequena escala.

FLOSDORF 190, em publicacdo recents, ghalisou minuciosamente
o processo lidfilo de secagem, em larga escala, da penicilina,

A fotografia 9 (reproduzida de *Life”, 17-7-1944), mostra os
aparelhos de secagem de uma indlstria norte-americans,

Fotografiis 9
Aparethos para secagem dJda peniciling a alie vdecuo e balxa
temperaturg,
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Recentemente o Dr. George H. Brown, engenheiro da “Radio
Corporation of America Laboratories”, inventou novo aparelho com
instalacio electrdnica que permite secagen de peniciling em 30
minutos.

O aparelho é provide de um gerador electrénico (2.000 watts)
que faz a solugfio de penicilina entrar em ebulicfio a 10°C. sob wicuo
moderado.

Com &ste aparelho céreca de 2 litros de solugdo de penicilina
podem ser secados em 1 hora. Vemo-lo na fotografia 10 (repro-
duzida de “Squibb Sales Bulletin®, 1944).

Folografia 14
Aparelho com instalagfio electrdnica para gecagem  rapida
da penicilina.



Aypwn e Mosax 12 ity

Imatboesy  Hgorloitan ‘ e CRRTRRUSS BT, 3 PAGA Bl CAXRON R weeron o 4 tveary )
b : j o o i Covoy Ao Th%Gul FABA LA i "
[t R Aetiveds li L tomide 0 W Chois
oo \ Eiptvests deparador b, pre amACID
BH BRGLYENTE
Vaniey tREd Lechado de (arboe FET fm!lmfe#s ]
L ABSORCHN ¥ Corvara TPURAD £y Pewisihing 1
g L8t CARBON 1 &
porat Bis . CEHFRIGGS | !
Frrede e 1 PARR & '
" i £ CANEON :
& iy
4 i denchon { ; :
. ‘e y \iﬂ‘y‘” i : i
i sieiisnid ] TILTIISIL e 3 i shonso .
A0 MELELL IRANPOKISDON PARE {1 CABBOM o Powia i

==

SEPONIG PARA BLAMAEIONE PARA
£ GRotTE MCOPERT L g
= PIVEEH by de swonomes g
E m:: o ﬁ 3“““‘ Vamet
& b < 1] : "
- LY ALEMBIRAL PETE S0UA

clombgue & reenkve

Bartelbor ' Ratnias

[FFERRITABOY

CONGENIADOR

RUPRRLDIND j
TRIRES BF
LD Al

5 y:

L{ONGRARNSS @

Erattis BEFUORL
I 2473 aarh

—

ded Depouta

{on
ceetmplierent

» [ o
HAGUNA FARL LIVAE T
BOLLES i

L
13

5

DOMEA MECANMA &L YACH

e

=8

=T

Prothecrio
of Deprave
Tredrigaeeds

J

| —

e

MALIS PIFE CLIMAR AMPOUENAS

HEH
ii!l | FHTRG $172

Eisi

quema  wostrando as

diferentes fases da producio da
(segunde Callaham 373,

LADUGRS
MO VAL

Figura, TV

RAQHSE FAPABL

READUEHE TARA PECAR
FHaTAS

penicilina em grande sasealn

INIPECOHON,
ROTULADG ¥ DAPAOUL

VNUIIDINFL

VOLLOBAVEEL § "IvdaEd ognrsy —

01



v

CONSTITUICACQ QUIMICA DA PENICILINA

A exata constituicdo quimica da penicilina parece ser ainda
problema que continua g desafiar a argicla de numerosos quimicos.
Porfiadamente trabalham pesquisadores dos Estados Unidos e da
Inglafferra por conhecd-la, visando a ids almejada sinfese. Os
obstéculos residem, essencizlmente, nas dificuldades de obiencdo
da penicilina em estado de abgsoluta pureza.

Foi relatada por WIEINTRAUR 3% 3 noticia de que a penicilina
foi isolada em forma cristalina pura, entretanto, a informacfo sbbre
a sua estrutura e sintege &, presentemente, considerada segredo
militar.

Pelos estudos feitos com preparaces parcialmente puras es-
tabeleceu-se que a penicilina é Acido orglnico que reage quimica-
mente para formar sais e ésberes.

Em 1941, CHAIN # afirmou que a penicilina é acido forte
com 2, ou miltiplo de 2, grupos decidos. Em sua constitui-
clo encontram-se 2 grupos OH, ndo se verificando presenca de
grupos metoxilicos. As férmulas brutas propostas para a penieili-
na ¢ geus saig apresentam algumas variacfez, Para o acido livre,
MEYER e colaboradores 19% propuseram a férmuls G HoNQO, ou

CrHy-0;N . H,0
SAIS DA IENICILINA

ABRAIAM e CHAIN # fizeram a andlise elementar de um sal de
Bério purificado por cromatografia e reducio em amilgama de alu-
minio e admitivam para ésse sal (com péso molecular 845) as for-
muias: CoHz0oN:Ba ou CasHao(:N:Ba.

CatcH, COoOK e HEILBRON *2, apds a purificacdo cromatogra-
fiea da penicilinag em coluna de siliea ou “Hiflo-Supereel”, obtive-
ram um sal de estréncio com 750 Unidades Oxford, ao gual awi-
bufram a férmula: Co H;.0.N Sr,
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ABRATIAM, CHAIN e HOLIDAY ® prepararam um sal de béario
purificado, cuja atividade ere de 450-500 unidades/mgr. Pela ana-
lise evidenciaram a presenga, na molécula, de uma carbonila, de
uma carboxila latente ¢ dois grupos acetildveis, e, pelo menos cinco
grupoes C-Me. {grupe wmetila ligade ao carbono: C.CH3).

Verificaram, também, que no sal de bdrie nfo havia duplas
ligaces facilmente redutiveis, assim como nteleos aromdaticos evi-
dencidveis pelo espectro de absorclo. Sugeriram para éste sal a
férmula ja referida CuaHi04eN:Ba.

ABRAHAM e colaboradores® fizeram a andlise elementar de nu-
merosas preparacdes de penicilina e verificaram que o teor em C
e em H nio varia muito. O teor em N, eniretanto, aumenia com
a atividade 195,

A analize elementar do szl mais ative de bario fol feita apés
8 secagem a 100°C. em vacuo, gue revelon perda de 6,5% em péso.
A porcentagem encontrada dos elementos foi a seguinte;

Carbono ittt e e 44,30
Hidrogénio ........ 0o iinnnn 4,85
Nitrognio ..ottt ii i ennes 4,13
BaATIO L ittt i it e 22,00
N 11,80

Qg referidos pesquisadores em desagens em separado, encon-
traram 21,85% de Ba ¢ 4,2% de N (pelo método de Conway, modi-
ficado por Kjeldahl). Nfo verificaram a presenca de fosforo (P},
enxofre (8) e grupos metloxilices (O-Me) ou metilicos ligados ao
nitrogénio (N-Me). Admitiram, ainda, a férmula CuJ40,0N:Ba,
porém nflo excluiram a possibilidade da existéncia de um atomo de
carbono a mais ou a menos (022 e G5},

Além dos sais de bério e estréncio, foram obtidos os sais de
s6dio, cdleio, aménio, zinco, niquel e cadmio 251,

O sal de céleio ¢, especialmente, o de s4dio s8o 0s mais vsados

em terapéutica.
PENICILINA X

A peniciling X, também referida como “fator X" ou “alopeni-
cilina”, é sal s6dico da penicilina, obtido sob a forma cristalina,

WELCH e outros 3% verificaram que a penicilina X difere em
algumas propriedades da penieilina sédica comereial ¢ também do
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wal s6dico cristaline da penieilina, veferideo também como penicilina
G cristalina 295, .

Estes autores usaram a penicilina X obtida por intermédio do
Dr. Robert D. Coghill do “Nothern Regional Research Laboratory™
e dos seguintes fabricantes norte-americancs: “Upjohn Company”,
“Cutter Laboratories” e “Cheplin Biological Laboratories”.

As dosagens, pelo método do cilindro em plaea, revelaram que
a peniciling X cristalina possui, aproximadamente, 900 unidades por
miligrama, enquanto o sal sédico cristalino (penicilina G) dosa 1.650
Unidades Oxford por miligrama, Welch e outros % verificaram,
por estudos preliminares, que a penicilina X é {rés a cinco vézes
mais ativa do que a penicilina comercial, na protecio de camun-
dongos incculados eom 10.000 doses letais de pneumococos do tipo
I, A penicilina X também mostrou-se maig ativa para uma raca
de Klebsiella preumonice {ipo A e para uma raca de Bacillus cereus,
Entretanto, provas feitas com quatro racas de Staphylococcus
wmrens nio revelaram diferenca de atividade entre a penicilina X
e as preparaches comerciais de penicilina.

DERIVADOS DA PENICILINA
BESTERES DA PENTCILINA

MEYER, HOBBY e DAWSON '¥7 gbiiveram ésteres da penieilina
{etil e n-butil) tratando-a, respectivamente, por diazostana e dia-
zobutana.

Esses ésteres, além de mais estdveis do que a penicilina, agem
também por via oral por serem mais resistentes 3 acfio dos Acidos
da secrecio géstrica.

Ag experiéneias feitas em camundongos revelaram gque &stes
ésteres sio 2 a 8 vézes malis téxicos que a penicilina. A dose tera-
péutica para administraciic oral é dez vizes malor que g injetével
& se aproxima muito da doze tdxica.

PENICILAMINA

Por hidrélise acida (&cido sulftirico §,IN) do sal de bario da
penicilina a 100°C. durante 1 hora, e precipitacio da base formada
por uma solucéo concentrada de cloreto merclrico, ABRAHAM e cola-
boradores 2 obtiveram um aminodcide, ao gual denominaram pe-
nigilamina. A penicilamina parece nfo fer a estrutura tipi-
ca de um aminodeido. pois, aquecida com ninidrina a pH 2.5
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preduz GO, lenta e incompletamente. A determinacio do péso mo-
lecular e ag andlises indicam como formulas possiveis as seguintes:
CoH,, 0N, CLH0 ou CeHo0:N.-HCL. 2H:0.

A penieilina da coloracéio azul intensa com o cloreto de fervo,
reduz o nitrato de prata amoniacal, di coloracio verde por agque-
cimento ligeire com solucio de Fehling ¢ reduz o iodo em solucio
4cida, fria. .

A ypenicilamina parvece ger Oticamente inativa, enquanto o sal
de bario da penicilina em scolugiio aquosa e dextrorrofatério.

ACIDO PENICIEACO

DUFFIN e SMITH ™ obtiveram, também, por hidrélise de um
sal de baric da penicilina, uma substdnecia olicamente ativa, com
caracteres de wm amincécido, & qual denominaram 4eido penicilico.

0 écido penicilico & destrorrotatério e o seu rendimento a partir
do sal de bario & proporcional 3 atividade bicldégica da penicilina.
Apresenta algumas propriedades dos aminodcidos; di colorvacio
azul-pirpura com a ninidrina; é precipitado pelo bicloreto de mer-
clirio e acido fesfo-tingstico. Ag econtririo da penicilamina nio
dé ceoloraclo azul com o cloreto férrico.

OXFORD, RAISTRICK e SMITH #1% isolaram de culturas do Peni-
cillium puberulum Bainier e do Pendeillium cyclopium Westling o
Acido penicilico propondo-lhe a férmula:

CHEO_(E: ({E{

| E (R=CI,:C (CIH,)
R(H0)C—0_CO

O 4cido penicilico apresenta acfio inibidora sGbre o Stophylo-
coceus aureus e Escherichia coli, porém, o dcido dihidro-penicilico
de radical (CH3),CH é destituido de acfio antibacteriana.
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PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DA PENICILINA

ABPECTO

A penicilina, sob a forma de &cido livre, obtide por MEYER e
eolabaradores 195, apresenta-se com aspecto de grandes cristais ama-
relos e de forma afilada. Os sais de sédio, de cdleio e de bario
apresentam-se sob a forma de pé amarele, de tonalidade muito va-
ridvel.

Pareee que a cdr é menos intensa has preparacdes mais puras.
Um sal branco de bario com 240 unidades/mgr. foi referido por
ABRABAM ? em 1941, As soluctes diluidas dos sais de penicilina
sfio, também, amarelas, lembrando a cbr das solucdes aguosas de
dcido picrico.

SOLUBILIDADE

A penicilina livre é muito zolivel na Agua, éter, acetona, Aleool
etilico, dlcool nbutilico, acetato de amila, acetato de etila e acetato
de butila. ABRAHAM e CHAIN? verificaram que & também muito
soliitvel na ciclohexanona e dioxana, Sus solubilidade é menor no
cloroférmio, benzeno e tetra-cloreto de carbono.

A penicilina sbdics é insolivel nos éleos de amendoim e de
algeddo. Misturandoe-a com ésses dleos pode-se obter suspensio
homogénea.

Os sais da penieilina sfo muito solfivels em 4gua destilada, so-
luefio fisiolégica ou sbro glicosado isoténico, sendo, provavelmente,
insoliiveis em tOdas as substineias oleosas,

HIGROSCOPICIDADE

A penicilina sob a forma de &cido livre é higroscépica perden-
do, por isso, rdpidamente, sua atividade, pela exposiciio ac ar®.
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Sob a forma de sais de sodio, potdssio e amdnio a penicilina
¢ também muite higrosgépica, sendo-o menos o sal de cdleio e néo
higrosclpico ¢ sal de bario.

DIFUSIBILIDADE

Recentemente FRIEDEN 0 I8z estudos preliminares sdbre a
constante de difusfic da penicilina.

As determinaces foram feitas com sal sédico dosando 250-300
TInidades Oxford/mgr., em pIl variando de 4.0 a 8.0 e & tempe-
ratura de 5°C,

Rsse autor, usande a téenica da “Sintered glass membrane™,
observou mudancas na constante de difusfo com a diminuicio do
pH e achou gue eram devidas, provavelmente, & conversfio do sal
da penicilina em forma dcida.

CHOW e Mac KEES? fizeram experi®ncias de didlise com peni-
cilina e puderam demeonstrar que ela se combina com 2 albumina
do sbro sanguineo humang,

A prova foi feitas colocando 7 cm® de solucdo de albwmina am
tampéo de pH 7.8, contendo 187 Unidades Oxford, num saco de
celofane equilibrado com 14 em?® de solucho fosfato tampdo com ©
mesmo pH e concentracio de penicilina. Apds I8 a 24 horas de
dialise & 1°C., o liquido exterior (fosfato tampfio) continha apenas
151 unidades ¢ o liguido interno (penicilina e albumina em fampio)
284 TInidades Oxford.

FILTRABILIDADE

FLEMING, sm 1929, havia verificade que a passagem da peniei-
lina bruta através de um filtro de Seitz nfo diminuia a atividade
antibacteriana, achando ser &ste o melhor método de obler caldo de
cultura do cogumelo, estéril e ativo.

Para as solucles de penicilina purificada achamos preferivel o
uso de velag de porcelansa, principalmente guando se deseja filirar
pequenos volumes de golucéo.

As placas de Seitz, que nem sempre déo filtrado estéril, retém
como o papel de filtro, por adsorcéic, um pouco de penicilina.

Fizemos passar uma soluciio de penicilina em dleool n-butilico
através de uma coluna de sacarose em pd e verificamos que passa
liveremente, sem perder a atividade.
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PROPRIEDADE ANTILUMINESCENTE

RAKE e colaboradores 230 calcularam as relagdes entre a ativi-
dade antiluminescente (AL) e a atividade antibaecteriana (AB) de
numerosas substineias antibiéticas com variog graus de pureza.

Verificaram que, para as substéncias puras, as relacGes %%
permanecem constantes para tédas as partidas,

Qualquer variacio nessa relagiio indiecaria presenca de impure-
zas na substincia.

(s autores verificaram gue a penicilina nfio tem atividade anti-
luminescente porgue seu alie poder antibacteriano determina desa-
parecimento gradual de luminescéneia,

INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO pH

A penicilina & substncia muito labil, tendendo a perder pro-
gressivamente a atividade antibacteriana. As solugdes aguosas de
penicilina, especialmente em condicdes inadeguadag de temperatura
e de pH, tornam-se inativas com extrema rapidez,

FLEMING 38 havia verificado, em 1928, que o aquecimento em
autoclave a 115°C, durante 20 minutog, destrdi a penicilina.

A penicilina bruta aquecida a 100°C, durante 5 minutos, nio €
destruida; mag, se o aquecimento durar 10 minutos, torna-se inativa,
O aguecimento a 90°C., durante 1 hora, a destréi; mantém-se, porém,
ativa apés aquecimento durante 55 minutos a 90°C, ou 75 minutos
a 800, 240

REID 240 tentando separar a substineis ativa do liguido de cul-
tura por destilacio em baixa temperatura, com wécuo suficiente
pars produzir a fervara a 42° — 52°C,, verificou que tanto o resi-
duo come o destilado haviam perdido a atividade,

CLUTTERBUCK e colaboradores 57 verificaram que a penicilina é
mui facilmente inativada. por oxidaciio, evaporacio em vécuo a
40-45°, quer em soluctes acidas (pH 2.0 e 3.5), quer em alcalinas
(pH 8.0), sendo moderadamente estidvels em pH 5.0 — 6.0.

T'UNG *8% conseguiu reduzir o volume de penicilina bruta, com
grande aumento de titulo, por processo de conceniracio em baixa
temperatura, com vAcuo parcial. Verificou que apéds queda inicial
do titulo, éste se mantém por 6 meses conservando-se o produto
concenirado em geladeira,
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FosTER ¢ WILKER %% verificaram que a pasteurizacio a 60°C,
durante 30 minutos, de solucBes estéreis de penicilina, determina
perda da atividade de 16 a 37%. A penicilina foéra dissolvida em
fosfato tamplo M/B) com pH 7.2

T6das as preparacdes de penicilina, em solugdo neubra, &cida
ou alealina, aguecidag a 100°C durante 1-2 horas, perdem CO. A
guantidade de gis carbénico desprendido aumenta com o grau de
pureza da preparacio, e com o sal mais puro de bario a perda de
CO, & de uma molécula por dtomo de Ba 4,

Segundo ABRAHAM s CHAIN # a penieilina em solucfio aguosa é
mais estdvel em pH enire 5.5 ¢ 7.5, conservando sua atividade a
0°C. por varios meses, a 25°C. por véirias semanas e, a 37°C, por
24 horas.

FosTER ¢ WILKER 1% verificaram gue a estabilidade da peniei-
lina é maior entre pH 4.8 ¢ 7.9 e a inativaclo é rapida além désses
exiremos.

Ksses pesquisadores prepararam solucfes tamponadas com os
seguintes valores de pH: 2.0, 2.6, 2.9, 4.8, 5.8, 6.8, 7.9, & 10.3.
Estas solugbes adicionadas da mesma quantidade de penicilina e
mantidas a 28-30°C. foram dosadag periddicamente pelo método tur-
bidimétrico. As dosagens feitas até 151 horas revelaram que o
méxime de estabilidade foi em pH 5.8.

SCHMIDT e MOYER?# verificaram que as solugbes aquosas de
penicilina sfo mais estdveis em pH 6.0 do gue em 7.0.

BEFRGER ?* acha que o pH de maior estabilidade & 6.4, A esta-
bilidade das solugfes de penicilina em determinado pH depende da
temperatura; guanto mais elevada f0r & temperatura, maior a ina-
Hvacio.

Em pH 2.0 uma solugdo de sal de barie conserva sua atividade
durante 60 minufos, pelo menos, a 0°C,; a3 mesma soluclo a 25°C.
comeca a perder o titulo apbés 5 minutos,

SUBSTANCIAS QUE INATIVAM A PENICILINA

Interessantes estudos foram feitos por ABRAHAM e CHAIN 4
sbhre as substlnciag que inativam a penieilina.

Analisaram a inativacfo por ions metalicos, dlcoois primarios,
bases, agentes oxidantes, reagentes das cetonas. Além désses agen-
tes quimicos, a penicilina é inativada pela penicilinase, substéincia
elaborada por certas baciérias: Hscherichia coli' e B. subfilis 258,
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Inativacdo por Tons Metdlicos — KEnguanto se preparavam sais
da penicilina verificou-se que grande nUmero de ions metilicos ina-
tivam a penicilina .  Os metais que revelaram maior poder inati-
vante foram: cobre, chumbo, zinco e cddmio, porém, outrogs metais
pesados, tais como o niquel, mercirio e urfnio também produ-
ziram inativaco,

0 mecanismo desta inativacfio ainda nic é bem conheecido. Ela
constitni fendmene irreversivel, pois, ndo se congegue recuperar a
atividade da penicilina pela acidificacio e extracio em éter.

Inativaeao por Aleoovis Primdrios — No Alcool metilico o sal de
bério permanece ativo durante 8 horas em temperatura ambiente;
a 87°C, perde 80% da atividade e a 50°C. sofre inativacio compieta.
As solucBes aquosas de conlréle ndo sofreram perdas aprecidvels da
atividade *.

No &leool etflico o sal de bario n&o é solivel em temperatura
ambiente, mas, 0 é a 50°C, temperatura em gue perde BO% da
atividade, em 3 horast, No etileno-glicol derante 15 horas, a 37°C.
a referida peniciling torna-se completamente inativa.

Na maioria das pesquisas é usado o sal de bario que, por nio
ser higroseépico, é o mais adequado para provas quimicas.

Inativagdo por Buses — A ambnia, anilina e quinina sob a for-
ma ionisada nfo inativam a penicilina 4. Passando-se a aménia sé-
ca através de uma solugdo de penicilina livre em éter, sem umi-
dade, forma-se um precipitade inativo. Pela adicBo de anilina ou
quinina & soluclo de penicilina em éter, sem umidade, produz-se
inativacfio parcial. ¢ '

Agdo dos Agentes Owxidontes —— A penicilina é facilmente oxi-
dada pelos agentes oxidantes como dgua oxigenads, permanganato e
e ferrocianeto alcalino, com perda da atividade. A penicilina pu-
rificada nfo reduz a solucho de Fehling, com a formacio do éxido
cuproso, quer a frio, quer a quente, porém, muda a cor, de azul para
verde ®

Acgdo dos Recgentes dus Celonas — A penicilina perde sua ati-
vidade permanecendo 8 horas a 37°C. com excesso de hidrazina,
mesmo em pH 7.0. Com excesso de hidroxilamina em pH 6.0 a
inativacio se verifica apds 6 horas, em temperatura ambiente.

Imativeedo pele Penicilinase — ABRAHAM ¢ CHAIN! observa-
ram em 1940 que exiratos de Eschertchio coli destrdéem a penicilina.
Acharam que o principic inativador era uma enzina, penicilinase,
porque sua atividade é destruida pelo aquecimento a 90°C. durante.
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5 minutos, ndo é dialisdvel através membrana de celofane, e, em
pH 6.0.

A ac@o inativadora da penicilinase é reduzida em pH 5.0, mas
aumenta, consideravelmente, & medida que o pH se aproxima da
zona alealina, sendo, entretanto, instivel em pH 9.0. Ainda nfo
estd bem esclarecido o mecanismo da inativacBo da penicilina pela
penicilinase. Temos a impressfo de que ésse meecanismo deve ser
semelhante ao da inativacio da sulfanilamida pelo 4cido p-amino-
benzéico, libertado pela autdlise de germes ¢ de eélulas do organismo,
Pariindo déste fato, JANEWAY P propds a adiclo do dcide p-amino-
benz6ico (1% ) aos meios de cullive para obter culturas posifivas
de bhactérias inibidas pela sulfanilamida no sangue de individuos
septicémieos em tratamento por essa substéncia. Baseando-ge nisso
HARPER 128, com culturas de FEscherichia coli, preparou a penieili-
nase para ser usada como inibidor da penicilina nos meios comuns
de cultura. E necessaric pois, inativar a penicilina, no exame bac-
teriolégico do sangue ou de exsudatos de pacientes em tratamento
com penicilina, admitida a possibilidade da existéncia de germes
vivos inibidos pela sua acfio bacteriostética,

Do mesmo modo, é necessario inativar a penicilina ao se fazer
o contrdle de esterilidade de produtos que a contenham,

TNGAR 288 entre muitas substidneias guimicas e bioldgicas expe-
rimentadag para inativar ag propriedades da penicilina, encontrou
uma, penicilinase, produzida por wma raca de B. subtilis. Primei-
ramente preparou a penicilinase semeando o B. sublilis em &gar;
depois usou método mais simples, em caldo, que é o seguinie:;
Faz-ge cregeer 0 germe em garrafa com 100 em? de caldo de digestio
pela papaina, a 87°C, durante 2 on 3 dias; o liguido metabdlico €
-entdo esterilizado por filtracfic em Seitz. Verificon gus 1 em? de
diluiefio a 1/250 do liquido de cultura fiitrade inativa 50 Unidades
Oxford de penicilina, apds 4 horas de incubacio.

As provas de contrble mostraram que o liguido metibolico de
cuitura do bacilo ecli nfio possuia efeito antagdnico sdbre a raca de
Staphylococcus gureus usada como germe de prova.

Nas provas rotineiras de esterilidade, UNGAR adicionava o fil-
trado contendo penicilinase as amostrag de penicilina sob a forma
géca ou dilnida. Adicionande 1 em® do {filirado & 3.000-4.000
Unidades Oxford e deixando em contacto na estufa a 37°C., verifi-
ficou que, apds 24-48 horas, a penicilina era inativada. Segundo
UNGAR 288 5 penicilinase do B. subtilis é superior 4 coli-penicilinase
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de HARPER 128, gne apresenta as desvantagens de ser turva e variar
de atividade. :

TUNGAR 288 yorificou que havia diminuicfio na producio da peni-
¢ilinase adicionando a¢ caldo de digestio pela papaina, glicose a
1% ou 5-10% de sbro sanguineo humano. Verificou que em pH
5.0-6.0 a producfio é melhor do que a 7.5. O aquecimento a 80°C,
durante 30 minutos, destruiu parte da atividade da penicilinase,

Conservada em geladeira durante 3-4 gsemanas a penieilinase
nfo revelon diminuicio de atividade.

LIEBERMANN e outros *%® descreveram um método de oblencio
de penicilingse, purificada, séca e estéril e verificaram que é su-
perior & clarase usada por LAWRENCE 192 ¢1% para a prova de este-
rilidade da penicilina,
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DOSAGEM DA PENICILINA

CONSIDERACOES GERAIS

A penicilina, diferindo dos antissépticos quimicog comuns, por
sua instabilidade, pela acdo seletiva sbbre os germes e pela aclo
essencialmente bacteriostatica, requer processos especiais para a do-
sagem de sua atividade. A caracteristica distinta da peniciling é
a capacidads de inibir o crescimento normal de determinadas bacté-
rias. Assim sendo, o nico critério satisfatério é ¢ grau de inibicfio
do crescimento bacteriano determinado pelas preparacdes de peni-
cilina,

Em certos meios de cultura o grau de inibicio do crascimento
bacterianc é proporcional 3 concentracio de penicilina,

Fm esséneia, todos os métedos até agora propostos diferem
apenas na maneira, no mecanismo usade para a medida da ini-
bicéo.

Na dosagem da penicilina resultados infeiraments falhos. po-
dem ser obtidos por qualquer método, a menos gue seja demons-
trado que a atividade aniibacteriana total da amostra geja devida
exclusivamente 4 penicilina.

Devemos levar em conta éste fato porque varics autores ve-
rificaram que as culturas de Penicillium notatum podem conter,
além da penicilina, outra substineia antibacteriana COULTHARD
e colaboradores ¥ denominaram.na notatina, que parece idéntica &
penating de KOCHOLATY %8, & penicilina B de ROBERTS e colabora-
dores #4%, g a0 chamado fator coli de WAKSMAN ¢ WOODRUEP,

Devemos lembrar que a notatina possui acfo antibacteriana
somente em presenca de glicose. Por isse o meio de dosagem da
penicilina ndo deve conter glicose e € preciso levar em econta que
os filtrades de cultura do Penicilium contém, invarifivelmente,
residuos de carhboidralos e gue a guaniidade de glicose incorporada
ao meic de dosagem com a amosira em ensaio é suficiente para que
se exerca & aclo da notatina.
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FOSTER e WOODRUFF 9% verificaram que pegueha gquantidade de
solventes orgénicos que se enconiram nas solucles de penicilina
durante as virias fases de exiracfio torna, por seu efeito inibidor,
o titulo da penicilina aparentemente maior do gue realmente é.

Depreende-se, disso, que as amostras de penicilina para do-
sagem devem ser em solucdes aguosas e quanto pessivel ndo conter-
em outros solventss, pois, o germe de prova, o Staphylococcus cu-
reus, nio cresce em agua contendo 3% de acetato de amila, acetona
ou cloroférmio. Coneenfracbes maiores de éter nfio afetam o
_erescimento  désse germe, provavelmente por ser éste solvente
mui volatil e desprender-gse rapidamente do meio de cultura.

DESIGNACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Viarips térmog 1&8m sido usados para exprimir a atividade bae-
térioinibidora da penicilina, como a dilvicfe, o ndmere de mili-
gramas ¢ o de Unidades Oxford. A avaliacdo sé pelo péso néo
apresenta interésse por ser a penicilina, como sabemos, substin-
cia instavel cujo poder antibacteriano tende a diminuir, com muita
facilidade.

A ftim de tornar possivel a comparacfio de resultados de do-
sagens nos diferentes laboratérios e reduzir ao minimo a variacéo
de titulos obtidos pelo mesmo método, um grupo de pesquisadores
de Oxford ? introduziu, nio s6 o conceito de unidade de penicilina
assim como o uso, lacitamente obrigatdrio de uma preparacéo pa-
drio de penicilina.

O titulo de qualquer amostra de penicilina é obtide direta-
mente, por comparaciio com o padriic original ou, indiretamente,
por meio de padrfes secundarios cujos Titulos foram estabelecidos
de acbrdo com o padrio primario de Oxford. Umidade Oxford
fol o térmo criado para exprimir a atividade da penicilina, de-
pols também usou-se a denominacio Unidade Florey em homena-
gem ao Professor Florey, da Universidade de Oxfoxd.

O uso de padrZo nas dosagens didrias, ao lado das solucdes
desconhecidas, reduz as variacbes determinadag pelas pequenas mu-
dancas no meio, condicdo e guantidade do ineculum, tempo de in.
cubacio, etc.. uma vez que os padrdes e asg solugles a serem do-
sadds sf#o presumivelmente afetados de mode igual,

Embora o grupe de Oxford tenha explicado a origem da uni-
dade de penicilina, nde & permissivel a outros laboratdrios esta-
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belecer do mesmo modo a padronizaclo de suas préprias prepa-
racfes 105, '

Hoje a idéia de dosagem em Unidades Oxford compreende a
comparacio quer direta, guer tndireln com o pirdo originel de
Oxford.

UNIDADE OXFORD

(s pesquisadores de Oxford, AprazAM, CHAIN, FLETCHER,
{(JARDNER, HEATLEY, JENNINGS e FLOREY?® quando, a prineipio, fi-
zeram estudos s6bre a penicilina, prepararam wa amostra padréo
que podia ser usada como referéneia para avaliar novas preparactes,
Estabeleceram, em 1941, uma unidade arbitraria hoje chamada
Unidade Oxford (U, 0.).

Os pesquisadores de Oxford?® usaram como padrie ums pre.
paracfio de peniciilina, purificada, diluida em fosfato tampdo, sa-
turada com éter e que, conservada em geladeira, manteve sus ati-
vidade durante 8 meses.- Usando um método de determinacfio do
grau de inibicdo do crescimento de uma raca de Staphylococcus
aureus em placas de Agar, adotaram como unidade arbiiraria (en-
quanto a penieilina nfo fésse obtida em estado de pureza gquimica)
“a quantidade de penicilina que, dissolvida em 1 em?® de 4gua, pro-
duz inibicfo igual & do padrdo”. A veferida solucBe padrio dava
uma zona de inibicdo, com difimetro igual a 24 milimetros,

FLOREY e JENNINGS 7, em 1942, definiram a Unidade Oxford
eomo szendo: “a quantidade minima de penicilina que, dissolvida
em 50 e¢m® de caldo de carne, inibe completamente o crescimento
da raca do Staphylococeus aureus de prova”™,

»

Para calcular o nlimero de usnidades por miligrama é suficien-
te dividir a diluiciio maxima de penicilina que inibe o crescimento
do S. aureus por B50.000. Assim temos:

I Inigio maxima inibidora
50,000

— namero de unidades por mer.

A maioria dos autores consideram correspondentes as duas de-
finices dadas, & Unidade Oxford, pois com a mesma preparacéo
de penicilina, dosada em condicbes adequadas, em placas de Agar
ou em tubos de caldo, obtém-se praticamente o mesmo titulo em
Unidades Oxford.
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ScHMIDT & MoYER *%1, do “Northern Regional Research La-
horatory™ de Pedria, dizem ter recebido notificacio de pesquisa-
dores ingléses de que o térmo “TUnidade Oxford” seria usado em
lugar de “Unidade Florey™, gque fem aparecido em algumas publi-
ecacdes norte-americanas.

METODOS DE DOSAGEM

Os métodos de desagem da penieilina podem ser divididos em
2 pgrupes: 1.°) Métodos qualitatives; 2.9) Mélodos guantifa-
tivos. As dosagens pelog métodos dos deis grupos sio todas feitas
“in vitro”, avaliandc-se o grau de inibicfio do creseimento de de-
terminadas bactériag penicilino-gensiveis, em meios de cultura s6-
lidos ou liguidos. As determinacdes qualitativas sfe geralmente
feitas em placas de Agar comum ou outro meio adequado, enguanto
ag dosagens quantitafivas podem ser feitas fanto com meios sélidos
em placa ou meios liquidos em tubos.

Para facilidade de estudo, podemos subdividir os dois grupos
de métodos de dosagem de penicilina da seguinte forma:

Provas coml o eogumelo em crescimento
1.0}  Qualitativos i Método da goteira em placa
Método da cavidade em placa

Método do cilindro em placa

[ e placas

Método das diluicdes |

3 id
5) Quantitativos| seriadas 1 { Processo de Schmidt
. e Moyer

em  tubos {I Processo de Fleming
Processo de Ram-
L melkamp

Método turbidimétries

L

MATGDOR QUALITATIVOS
(s IﬁetOdOb qualitativos pela sua simplicidade de execucio,
sfo tfeis para a verificacio da presenca de penicilina, de subs-
tineias antibiéticas em geral, e para a avaliacfo grosseira da ca-
pacidade de inibicAo em relacltio as bactérias. KEssas provas sfo
feitas em meios s6lidos, geralmente em placas de Agar comum ou
outro meio adequado.
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PROVAS COM O COCUMELDO EM CHRESCIMENTO

Esse processo fol inicialmente usade por FLEMING, para ve-
rificar a elaboracio de substineias antibacteriamas por culturas
de cogumelos.

L processo de extrema simplicidade, gue consiste em fazer
crescer o cogumelo num dos lades de uma placa de Agar (on ouiro
meio adequadoe) ¢ gemear, em tempos diferentes, o germe de prova,
por estria que parte de um ponto distante e atinge a coldnia do co-
gumelo. Usando-8é o Penicillium notatum verifica-se que og ger-
mes penicilino-sensiveis s6 crescem a uma distdneia maior on menor
da cultura do cogumelo, dependendo da quantidade de peniciling
produzida e que se difunde no dgar.

MATODO DA GOTEIRA EM PLACA

Esse método simples “gutter method”, descrito por FLEMING,
congiste em fazer uma goteira ou canal em placa de dgar. A go-
teira @ preenchida com mistura, em partes iguals, de dgar e caldo
em que cresceu o cogumelo., Semela-se, entfo, uma ou varias bac-
térias, sob a forma de estria, em angulo reto, da goteira até a
borda da placa. A penicilina difunde-se no Adgar e as baciérias
crescem a uma distdncia maior ou menor, dependendo da sensi-
bilidade.. A figura V, original de FLEMING ®%, mostra o grau de

Higura V
Grau  de  inibigdoe do  crescimento de varias
bactériaz, (Reproduzida do original de Flaming).
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sensibilidade & penicilina, indicado pela extensfio da inibicdo do
crescimento de wirias bactérias,
METODC DA CAVIDADE EM PLACA

£ processo semelhante ag anferior mas, ao invds de goteira,
fazem-se vArias cavidades circulares, orificiog que sio facilmente
obtidog por meio de um perfurador de robihas,

As placag de agar sfo préviamente semeadas com germe de
prova & as cavidades preetichidas com & mistura em partes iguais
de &gar e liguido contendo a substincia antibacferiana. Em cada
cavidade pode-se colocar substincias antibacterianag produzidas
por diferentes culturas, wu concentragbes diferventes do antibio-
tico de uma gb cultura.

Fsses dois ultimos processos, ombora nfo sejam adequados
para ag dosagens precigsas de peniecilina, nio deixam de apresentar
interésse prético, pois, 0 processo da goteira & Gtil quando muitas
bactérias tém que =er ensaiadas com uma sé cultura de cogumelo;
por outro lado, o processo das cavidadeg apresenta o seu valor
guando muitas culfuras de cogumele tém que zer ensaiadas com
uma s6 bactéria.

METODOS QUANTITATIVOS

Pela classificacfio que fizemos em piginas anteriores wimos
que os métodos gquantitativos propostas para a dosagem de peni-
cilina sfo:

1.2y  Método do cilindro em placa;

2.%) método das diluicbes geriadas;

3.%y mélodo furbidiméirico, |

Todos permitem dosagens quantifativas de precisio satisfa-
téria desde que sempre se faga, ao lado dos desconhecidos, o con-
tréle com preparaciio padrfo de peniciling aferida dirveta ou in-
diretamente com o padrio original de Oxford. Os mais usados
380 og métodos do cilindro em placa e das diluicbes seriadas em
em tubos. O primeiro ¢ modificacio do método da cavidade “cup
method” descrito por FLEMING. A principal diferenca é que se usam
cilindros geralmente de vidro perfeitamente polidos, que sfio co-
locados sbbre a superficie do Agar semeado com a baetéria de
prova e depois enchidos com a solucfio a ser dosada. A dosagem
baseia-se no didmelre da zona de inibicdo, em t6rno do cilindro,
que é funcio do poder antibacteriano. ‘

O metodo das diluices seriadas consiste em determinar a me-
nor diluicio de uma preparacfio de peniecilina gue inibe completa-
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mente o crescimento da raca padrio de Staphylococcus aureus ou
de outro germe adequado,

A penicilina pode ser dosada por diluictes seriadas em tubos,
segundo 8 processos que variam no modo de verificar a inibicfo
do erescimento da bactéria de prova. Pelo processo adotada por
SCHMIDT e MOYER?#! g inibicic do crescimento do Staphylococeus
aureus ¢ indicada pela auséncia de turvacfio do caldo de culfura.

A dosagem pelo processo de FLEMING é feita em caldo con-
tendo glicose e indicador Andrade. O estafilococo, crescendo, fer-
menta a glicose, produzindo &cido que determina a viragem do
indicador ao vermelho.

Finalmente, no processo de RAMMELEKAMP a bactéria de prova
€ uma raca de Streplococeus bela-hemolyticus do grupo A, forte-
mente hemolitica, sendo usadas como indicador, hematiag lavadas
de carneire, Nas diluictes em que h&a producdo de hemelisina
pelo crescimento do estreptococo, o medo fica {transparente pela
lise dos eritrdcitos.

0 método turbidimétrico baseia-se na verificaciio das doses
crescentes de penicilina gue produzem quantitativamente uma pro-
porcional inibiciio do crescimento do Staphylococeus aureus em
caldo de cultura.

O creseimento do germe ¢ medido turbidiméiricamente como
funcéo inversa da concentracfo da penicilina ne meio.

MEFODO DO CITINDRC EM PLACA

Denominagdo: A 8ste método, que é modificacio do “cup me-
thod” descrito por FLEMING, preferimos denominar “método do ci-
{indro em placa”, conforme SCHMIDT ¢ MOYER **1 *(ylinder plate
method” embora FOSTER e WOODRUFF continuem a adotar o nome
de “cup method™,

Achamos que a dencominacio usada pelos pesquisadores do

,

“Northern Regional Research Laboratory™ de Pedria é mais pre-
cisa, pois, nesse método, que é sempre feito em placas, usando-se
pequenos tubos, verdadeiros cilindros que, por suas dimensdes,
lembram minfdsculos copos,

Principto: Cilindros pequenos de vidre (ou de outro mate-
rial adequado) colocados stbre a superficie de Agar semeado com
a bactéria de prova e solidificada em plaecas, so enchidos com so-
Inedes de penicilina e incubados. A penicilina, diluindo-se no
Agar, inibe ¢ crecimento do germe, resultando uma zons de ini-
bicdo eireular e clara, Dentro de certos limites, o didmeiro da
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zona de inibicfio é funclo da concentracic da penicilina; medin-
do-se em milimetros os didmetros médios das solucbes desconhe-
cidas, obtém-se diretamente o nimero de Unidades Oxford, fa-
zendo-se 8 leitura em curva padrio quando ndo s&o congiderados
os fatbres que influem sbbre o tamanho do circulo ou zona de
inibicgo. Para que as dosagens dos diferentes laboratérios pos-
sam ger compardveis devem ser feifas, quanto possivel, nas mes-
mas condicdes.

Quando ABRAMAM e colaboradores ®, a principio, estudaram os
fatbres que influem nas dosagens por &ste método, chegaram as
gseguintes conclusdes:

“1.9) o diimetro em mm. da zona de inibicdo (gue deno-
minamos o “valor de determiiriacio™) & apenas pouco menor (1 &a
2 mm) quando o cilindro é enchido pela metade do que quando
éle é enchido completamente;

2.°) o valor de determinacio ndo & influenciado pelo pH do
liguido & ser examinado, desde que o fampfo nfo seja demasia-
damente concentrado & o pH se mantenha entre 5.0 e 8.5;

3.9 uma solugcio aquosa saturada de éter, ou Agua contendo
goticulas livres de cloroférmio nfo produz inibicdo;

4.°) a difusfo da P parece completar-se praticamente ao
cabo de 2 a 3 horas e os valores de determinacio, apés a inenba-
¢io durante 14 hs., sdo apenas muito pouco menores) 0,5 a 1
mm) do que apds nova incubacfio de 8 hs. a 37°C;

5.} n#o se agitande a placa, o liguido nfio pode sair do ci-
lindro e, mesmo gue o ligquido nAo seia estéril, as baetérias con-
taminantes se restringem 4 face inferna do cilindre;

6.°) o valor de determinacio ndo é influenciado pela espes-
sura do agar, desde que esta se mantenha entre 8 e 5 mm;

7.°) o valor de determinacfo difere ligeiramente com diver-
sas partidas de placas e com a densidade da populaciic bacteriana
no infeic da incubacfio; por esta razdo deve ser evitada a semea-
dura irregular das placas;

8.9) 4s vézeg a zona de inibigfo total esta circundada por
uma de inibicfio apenas parcial, onde se pode notar desde aclio fraca
até inibicdo guase completa;

Até agora ainda nfc se descobriram os meios pars se evitar
e explicar éste fenbmeno;

2.9  desejando-se pesguisar a atividade aniibacteriana do
sangue deve-se usar ¢ plagma ou sbro, pois, os globulos vermelthos
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tendem a formar camada sbbre o agar, que impede fortemente a
difusdo da P. levando s valores menores”™ .

Estudos mais minuciosos foram publicados posteriormente por
ScEMIDT e MOYER %61 ¢ também por FOSTER & WOODRUFR 105 e 107,

Bsses pesquisadores estudaram detalhadamente a  influéneia
da composiciio dos meiog de cultura e preparc das placas, das
condicdes inoculum (germe de prova), dos caracteres dog cilindro,
das condigfes em que so diluidas as amostras de penicilina e da
preparacic padrdo, do tempo de incubacfio, ete,

Estabeleceram as condicbes Mimas que passaremos a anali-
gar e gue conferem ao método precisip satisfatoria.

PREPARO DO MEIO DE CULTURA

Para o métedo do cilindro em placa o agar deve ser eclaro,
permitir hom crescimento do germe de prova, ter pH adequado e
nio apresentar variacdes de partida para partida,

Resultados basiante satisfatdrios obtivemos com o meio I de
SCHEMIDT e MOvYER#8L, :

FORMULA DO MEIO I

Peptona Bacto ...... Ceraaaan PR 5,0 grs.

Extrato de levedura Bacto ........... 3,0 grs,

Glicose hidratada comercial .......... 1,0 grs.
{Cereloge) *

Agar Bacld ... .. ciiiiiinieianeeienas 15,0 grs.

Aguna destilada . 5. ...einnn.. . 1000 em3,

O meio é ajustado ao pH 6.0, distribuide em quantidades de
500 em® em frascos Erlenmeyver de 1 litro e esterilizado a 121°C

0 meio esterilizado nfo precisa permanecer refrigerado se fér
preparado cada 5 dias. O agar é distribuido em placas 24 horas
antes de ser usado. Usam-se pipetas grandes pars distribuir 22
em?® de dgar em cada placa. As placas de Petri usadas sio um
pouco mais profundas do que as comumente empregadas, sendo de
100x20 mm, ag d'mensfes do fundo e de 100x15 mm. as da fampa.
(15 libras) durante 20 minutos.

(*3 HSegundo informsgfes das Refinarias de Milho Brasil S/A, » “Cerelose” & o
nome dado nos Estados Unifos 3 glucose comercial obtida do raithe e aue na Europa tem
¢ pome de “Dextropur” e na America do Sul “Dextrosol”, gue usamos com resultados
satistatdrios.
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- BACTERIA DE PROVA  (mocubum)

Praticamente, qualquer bactéria sensivel & penicilina pode ser
usada no método do cilindro em placa, uma vez gue a determina-
¢80 se baseia no poder inibidor de amostrag desconhecidas com-
parado com o de uma preparacdc padrio de poténcia conhecida
para 0 mMesmo germe, nag mesmas eondigfes 107,

As duas bactérias de prova mals usadas nesse metodo 880 O
Staphylococeus aureus e o Baellus subtilis.

FosTER © WOODRUFF 17, embora tenham demonstrado algn-
mas vantagens com o usc do B, subiilis, acham que por motive de
uniformidade e padronizacBo é preferivel empregar a raca de
Staphylococens cureus H, originalmente usada pelo grupo de pes-
guisadores de Oxford para dosagem da penicilina,

Esta cultura de Staphuiococeus amreus foi levada aog Estados
Unidos pelo Dr. N. G. Heatley e por isso chamada raga “H” 207,

O uso de uma preparaciio padrio de peniciling reduz a im-
portincia da auténtica cultura St. aureus, entretanto, quando nfo se
dispde de padrBc de penicilina, ¢ uso da raca H é imperativo, 197

Uma das principais caracteristicas que deve apresentar a bae-
téria de prova é o limite nitido, bem definido, do cireule de ini-
bicAo para que se possam medir og difimetrog com facilidade e
preciséo.

Deve-gse evitar culturas que déo zonas de inibicio parcial ou
zonag secundirias de erescimento. CHOLDENS2 acha que o
Staphylococeus aureus (Norsenski) é o mais satisfatério, dando
zona de inibi¢fio nitidamente definida, em I8 horag de incubagfio.

A “Food and Drug Administration”, de Washington, usa, en-
tretanto, nas dosagens por éste método o Staphylococeus aurcus
raca “209 F. D. A.®

Essas variacbes, quanto & nitidez dos ecirculos de inibicdo, ndo
80 variam de raca para raca como também em dada raga a varia-
ciio depende das condigcbes de conservaclo e semeadura,

STAPHYLOCOCLIUS AUREUS H COMQ INOCULUM

Usamos nas dosagens pelo método do cilindro em placa o
Stophyloceccus aureuws H, cultura procedente dos HEstados Unidos.
Verificamos que com egsa raca se obtém elrculos de inibicfe eom
limites bem nitidos e distintes, como mostra a fotografia 12
(pg. 134).

Partindo das pesquizsas de SCHMIPDT e MOYER *%! e de FOSTER
e WOODRUFF 195 o 167 ghtivemos resultados Gtimos observando as
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condigdes de conservagio e semeadura da raca H, que vamos des-
crever,

‘As culturas de Staphylococcus oureus H sido mantidas em Ot
mas condi¢des desde gue conservadas em tubos de Agar, inclina-
dos, na geladeira, O Agar que usamos é o referido meio I de
SCEMIDT ¢ MOYER, usado para dosagem em placa, porém sem gli-
cose,

As culturas da bactéria de prova sfo repicadas mensalmente,
permanecendo os repigues 24 horas em estufa a 37°C., apds o gue
sfio conservadas novamente em geladeira, FosTER e Wooprurp 197
verificaram que os repigues seguidos em calde produzem altera-
coes na cultura, com o desenvolvimento de células resistentes e de
células sujeitas 4 lise duranie a inibicfo pela penicilina.

Obtivemos culturas para semeaduras das placas de dosagem
fazendo repiques, em caldo, do estafilococo de um tubo de Agar
mantido em geladeira e que servia para os repiques diarios, ru-
rante uma semana,

ScHMIDT ¢ MOYER % usaram ecaldo contende 0,85% de sais e
e obiiveram semeaduras uniformes das placas de dosagem. Ve-
rificaram que no meio IT a raca 209, da “Food and Drug Admi-
nistration”, ndo apresentava crescimento filamentoso ou granular,

Substituimos no meio II (caldo) de SCHMIDT e MOYER a “Ce-
relose” por “Dextrosol” e obtivemos bons resultados com o Sta-
phylococcus awrens H.

FORMULA E PREPARO DO MEIO II

Peptonag Bacto ...........ovuvvnnis. 5,0 grs.
Extrato de levedura Baecto .......... 1,5 grs.
Extrato de carne Bacto (... ......... 1,5 grs,
Glicose hidratada comercial (Dextrosol) 1,0 grs.
Cloreto de s6dio ...... e 3,5 grs,
Posfato tampao a 19 (pH 7.0) .... 500 cm?,
Agug destilada g 5. oo 1,000 emf,

Distribuimos porcoes de 10 c¢m® em tubos e esterilizamos a
121°C. {15 librag) durante 15 minutos.

SOLUCAQ DE FOSFATO TAMPAQ a 1%

HEKPO, ........ e RPN 2,64 grs.
HILFO, oo 7,36 grs.
Agua destilada q. s, .......... vevies 1000 em3.

O pE desta soluclio deve oscilar entre 6.9 e 7.1.
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B, SUBTILIS COMO FNOQCULUM

FosTER E WOODRUFF 97, ap6s estudarem os detalhes do mé-
todo do cilindro em placa acharam que o Staphylocoecus dureus
H é menos adequado para & dosagem do gue uma raca, j4 em uso,
de Bacillus subtilis, por 8les eitada,

Esses autores acham gque qualquer bactéria esporuldégens sen-
givel pode ser usada do mesmo mode que o B. subfilis; mas, para
uniformidade geral, & sem dtvida melhor empregar um germe
cujos caracteres e comportamento sdo j4 bem conhecidos e que
tenha apresentado resultados satisfatérios. A referida cultura do
‘B. subtilis pode ser obtida da “National Collection of Type Cul-
tures™,

Tivemos oportunidade de experimentar uma outra raca de B.
subtilis, porém verificamos sensibilidade bem menor & penieilina
do que a do Staphylecoccus aureus H,

CHOLDEN 52 acha que o Staphylococeus cureus tem sido e deve
ger, a bactéria de escolha para dosagem, com maior razio do que
um germe formador de esporos, tal como o Bacillus subtilis (Fos-
TER ¢ WOODRUFF, desde que o interésse estd4 primariamente na
agdo da penicilina s6bre germes nfo formadores de esporos.

O modo de acfic pode nio ser o mesmo nos germes com tho
grandes diferencas no metabolismo . QOs primeiros reguisitos
para o germe escolhido para as provas, sfio; deve dar zona de
inibicdo bem definida e deverd ter caracteristicas de crescimento
constantes. Tais condicles observamos com o Staphylococcus ou-
reus H, usando os meios de SCHMIDT ¢ MOYER *§1 g atendendo as
condicbes dtimas de dosagem j& estudadas.

Dada a importincia Jésses estudos relataremos as observa-
¢ies de FOSTER e WOODRUFF 17 gue achamos mais interessantes.

Os esporos do B. subtilis, umsa vez preparados, podem ser ¢on-
servados indefinidamente em geladeira e usados em qualquer épo-
ca, a0 passo que, com ¢ S. aureus, é preciso usar culturas jovens
em caldo, necessitando repigues didrios ou na véspera do dia de
dosagem, Isto, sem divida, requer que a cultura de S. aureus seja
repicada em domingos e feriados se as dosagens de penicilina ti-
verem que Ser feitas nos dias seguinfes.

Em temperatura 6tima de incubacio do S. cureus que & 37°C,,
e especialmente em estufa umedecida, o excesso de Agna conden-
sa-se no lado interno da place. TIreqiientemente, durante o manu-
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seio, gdtas de Hquido caem na superficie do dgar podendo tornar
menos nitidos og limites das zonas de inibicio.

O St. cureus pode, realmente, ser incubado a 30°C; porém, o
erescimento completo leva 20 a 30 horas, comparado com as 10-16
horas a 37°C. Tsso n#o acontece com o B. subtilis, que cresce ra-
pidamente a 80°C. e gue apresenta, também, a seguinte vantagem:
nesta temperatura a penicilina é possivelmente mais estavel

A temperatura do dgar no momento da semeadura pode ser
B5-60°C., que nfio afeta os esporog e elimina as precaucles ne-
cessarias no resfriamento a 42°C. para o St amreus.

0O fato de sze poder trabalhar com Agar em temperatura mais
elevada diminui a possibilidade da solidificaciio do meio, fator im-
portante quando se tiver que fazer dosagens muite numerosas, exi-
ginde guantidades de litros de Agar a serem semeados a¢o mesmo
fempo.

Finalmente o B. subfilis nfio é germe patogénico e as placas e
cilindros n#ic precisam ser esterilizados antes da lavagem 297,
FosTER ¢ WOODRUFF 197 concluem que o B. subfilis & quase um
germe ideal de prova para o método do cilindro em placa. Re-
comendam o seguinte meio de cultura para prepavacic dos espo-
ros do Bacillus subtilis:

Peptona (Difeo) ...l e 1,0 gr.
Extrato de carne (Difeo) .......... ... 0,3 gr.
Cloreto de 26dic ...vvvvrnivinirnsnnnn 0,5 gr.
Agua destilada g. 8. +v.veriiiiiine.... 100 cm3

O pH, apds a esterilizacdo, devera ser de 6.0 a 7.0.

Queremos lembrar que @ésses pesquisadores verificaram gue as
suspensdes de germes, preparadas de culturas do B, sublilis em su-
perficie de 4gar, sfo igualmente satisfatérias. Vejamos a téenica
que usaram para o preparo dos esporos désie germe em meio liguido
e ag consideracdes sbbre o seu uso:

“Apés esterilizacio de 150 ¢m® em frasco de 250 cm?, ¢ meio
é semeado com cultura do B. subfilis em igar inclinado e incubade
a 30° ou 37°C., de maneira que impeca a formacioc da pelicula su-
perfieial tipica do germe em aerohioge. Consegue-se isso maniendo
o liguido, continuamente, em agitacfio que assegure o desenvolvi-
mento das células comeo suspensio yniforme.

O melhor meio de se cbier a agitacio é firmar o frasco em
gualquer tipo de méaquina sgiadora rofatéria ou de movimento re-
eiproco lateral.
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_ Qg agitadores comuns de Kahn podem ser facilmente adaptados,
por qualquer artificio que deixe firme o frasco. Uma alternativa,
embora processo menos satisfatério, é arejar a cultura continua-
ments pela passagem do corrente de ar umidecido e estéril, um
tanto vigorosamente, através do lHquido. A incubacdo é mantida até
que se dé o maximo de crescimento da cultura e, consegiientemente,
se produz'am egpores em abundincia, Todo o frasco de cultura em
suspensfo &, entle, pasteurizado a 60°C. durante 80 minutos para
destruir as células vegetativag que permanecem vivas,

A densidade é6tima do inoculum € de 15.000.000 de esporos por
litro de &gar fundido. A contagem de esporos & estabelecida para
cada partida nova de incculum que é usada até que se esgole.

Este teor di densa turvacfo bacteriana por todo o dgar entre-
tanto, impeds que pequenas colénias individuais se confluam umas
com ag outrag.

Tal concentracio normalmente demonstra uma zong definida
com 0,2 de unidade de penicilina por cms,

Os tamanhos das zonas sfo am tanto maiores para qualquer
concentracdo dada de penicilina se o inoculum foi menos denso e
vice-versa. Entretanto, a guantidade do inoculum especificada aci-
ma, condiciona bda densidade Gtica e sensibilidade da medida™,

CILINDROS

Os cilindros geralmente usados no método em placas sdo de
vidro, podendo ser de porcelana ou de aluminio. Cilindros de ago
podem, também, ser usados?!' ¢ sfic mais durdveis do que os de
aluminio.

Obtém-se cilindros de vidro cortando, uniformemente, varas
de vidro neuiro por meic de um motor com disco cortador de vidro.
H4 divergéncia entre os autores guanto as dimensdes dos cilindros.

difinetro diametyo .
Autores externo interno comprimento
ABRAHAM e col, (3) i n2 %] 9,6
SeHMIDT e MOYer (261) 78 =+ 0,1 — 10,0
Foster e WoODRURFR (107) 8,0 6,0 12,0 aproz.
Food and Drug Administra-
tion 8,0 «+ 0,1 — 10,6

Obtivemos, como modélo, um cilindro de aco inoxidavel recebido
« .. . . X N X
da “Food and Drug Administration”, cujas dimensbes determina-
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mos com parafuso mierométrico. Apresentava comprimento de
11,1 milimetros e 7,9 mms, de didmetro externo.

Os cilindrog de vidro feitos especialmentie para os nossog estu-
dos apresentavam, aproximadamente, 10 milimetros de comprimen-
to e 7.4 de difimetro externo.

Peguenas variacBes nas dimensbes dog cilindros ndo influem
nog resultados: entretanto, é indispensivel gue se usem, nag dosa-
gens, eilindros de dimensdes uniformes.

Asg extremidades dos ecilindros que ge apoiam no Agar possuem
bisel interno com um &dngulo de 50 a 60° A extremidade oposta
pode ser colorida com tinta de porcelana para facilitar a distingéo
da biselada,

Os eilindros que usamos foram feifos da seguinte maneira:
varas de vidro escolhidas foram cortadags em pequenos cilindros
de pouco mais de um centimetro de comprimento, por meio de um
disco de aco préprio para cortar vidro, em rotacdo produzida por

Fotografia 11
Cilindros de vidro usados para dosapens da
penicilina,

um motor. O bisel foi consegnide adaptando-ze o cilindro ao eixo
de um pequeno motor por intzrmédio de um tubo de borracha bem
curfo e de parede espéssa; de cada vez um eilindro girava acompa-
nhando o eixo do motor, enquanto, com um fuse de carburundum,
fixado pela méo, fazia-se o bisel, esmerilhando a parede interna da
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extremidade livre do cilindro. Ambas extremidades eram em se-
guida polidas com pé finc & base de carburundum,

O bisel nos cilindros parece nfo ser indispensavel; julga-se,
entretanto, que sua funclo é remover a aspereza da borda do ci-
lindro e diminuir a possibilidade de lascar, além de permitir melhor
adaptacio do cilindro & superficie do agar.

Para og cilindres sem bisel, mas de exfremidades polidas,
FosTER ¢ WOODRUFF 7 recomendam aquecer ligeiramente uma das
extremidades no momento de coloci-los, a fim de se obter bba adap-
tacdo. A extremidade ligeiramente aquecida & chama de um bico
de Bungen funde o 4gar localmente, o qual endurece imediatamente,
efetuyando uma solda entre o &gar e o cilindro de vidro, formando
um “copo” que alguns autoreg chamam de “cup”. Segundo FOSTER
& WOODRUFF 197 deve-se preferivelmente colocar os eilindros em placa
de Petri e agquecé-los gbbre a chapa de um aguecedor elétrico. Assim,
com aguecimento uniforme elimina-se uma importante varidvel que
pode afetar as dosagens, devido as diferencas de profundidades nas
quais os cilindros aguecidos fundem o Agar.

A colocaciio dos cilindres na placa deve ser realisada de modo
que a pressdo s6bre o dgar seja feita sdmente pelo péso dos ei-
lindros.

Os cilindros perfeitamente colados ndo permitem qualguer ex.
travasamento de liquido dorante todo o periodo de incubacio. Para
se ter certeza de que esfdo bem adaptados, basta inverter a posicio
dag placas para se verificar se éles permanecem firmes.

Numa placa pede-se colocar até 6 eilindros, dependende do
difimetro da mesma e das necessidades.

FostER ¢ WOODRUFF 107 usam 6 cilindros espacados pela mesma
disténcia em torne de cada placa de 10x 15 mms.  Usamos, como
SCHMIDT e MOYER 2% no mAximo 5§ cilindros por placa. Para 6
eilindres achamos preferivel usar placas com 12 centimetros de
difimetro & fim de evitar a confluéneia dog efrenlos de inibicéo.

QSTWALD ¢ RANDALL **% descreveram um disco perfurado com
6 orificios que d8o passagem aog cilindros e que servem de guia
para faeilifar a colocaciio dos mesmos em posicio certa em t6das
as placas de dgar. Usaram -um disco de “Plexiglasg™; todavia, o
disco pode ser feito de qualquer material plistico transparente.

Apds o uso pode-se preparar os cilindros para novas dosagens,
tratando-og, sucesgivamente, por Aacide sulfirico, &Agua, Aalecol e
éter, Adotamos, por ser mui pritica, a seguinte téenica: em
3 vidros pequenos, de boea larga, com rolha esmerithada, eoloca-se,
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respectivamente, até 2/3, dcido sulfiirico concentrado, Alcool e éter.
Com ua pinca transportam-se og cilindrog das placas de dosagem
para o acido sulfdrico. No dia seguinte verte-se o 4cido nouiro
frasco igual e lavam-ge og cilindros demoradamente com dgua cor-
rente. Passam-se para ¢ dlcool e depois para o éter onde podem
ficar conservados, até o momento de secé-los, em placa de Petri,
para uso,

Deve-se evitar o uso de solucdo sulfo-cromica, pois tracos de
cromo inativam a penicilina.

FosTER e WOODRUFF 17 recomendam aquecer os cilindrog em
adcido sulfirico adicionado, didriamente, de alguns cristaiz de ni-
trato de potassio.

Usando-se a téenica descrita, evita-se o trabaiho de lavar cada
cilindro no intervalo de duas esterilizactes.

raATORES QUE INFLUEM NG METODO

Alture do dgor — SCHMIDT e MOYER *8 verificaram que a cul-
tura do adgar exerce parte importante na determinacfo do famanho
do cireculo de inibicdo e na delimitacfo da berda do mesmo.

A medida que a altura do meio é aumentada, ¢ tamanho da
zoha de inihiefio é diminuido e aumentada a guantidade de pigmento
bacteriano,

O pigmento dourado do Staphylococeus aureus facilita a deli-
mifacio da borda da drea de inibicio.

Usando-se a quantidade standard de meio (25 cm? por placa) o
limite do circulo de inibicio é distinto; entretante, usando-ge so-
mente 15em® de meio, as bordas das Areas de inibiclo nfo se apre-
sentam nitidas, '

pH do dgar — A influénein do pH & mais acentuada no
método das diluicdes seriadas que no do cilindro em placa.

S MIDT ¢ MOYER 2! referem gue estudos de SCHMIDT ¢ BENE-
DICT sbbre a estabilidade da penicilina indicam que ela é mais es-
tavel em pH 6. 0.

Obtém-se, assim, nfo 86 aumento na area de inibicio como,
também, mais nitidos e claros limites dos clreulos.

Aumentando-se o pH, a zona de inibicfo {orna-se menops dis-
tinta. . '

Groy de difusio da peniciling — SCHMIDT ¢ MOYER 2 verifi-
caram que o tamanho do circulo de inibicio &, em parte, dependente
do tempo dispendido para difusfic da penicilina no meio antes que
o germe de prova produza crescimento aprecidvel. Se uma placa
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completa e pronta para incubacfio fir refrigerada 1 ou 2 horas
antes da ine;zbage‘io, obtém-se circulos anormalmente grandes por-
que a refrigeracio retavda ¢ crescimento bacterianc ¢ permite tem-
po maior para difusfic da penicilina.

Inversamente, incubacio prolongada ou longo periode de seca-
gem reduz o famanho do circulo de inibicdo.

Oz resuitados mais seguros sfo obtidos nas placas que estdo
prontas para incubacfo 1 1/4 a 114 horas apds serem semeadas.

Ag diferencas encontradas nas zonas de inibicio de placas
colocadas na estufa, em fempos diferentes, durante seu preparo,
requerem o uso de um padrdo em eada placa, devendo og valores em
unidades para os desconhecidog serem caleulados por seus padrdes
eorrespondentes.

Concentraedo do incewlum — O némero de germes distribuidos
sbbre a superficie da placa de dgar determina, até certo ponto, o
tamanho do eirculo de inibicdo., Quande a inoculacio for dema-
siadamente densa, os cfreulos nio se apresentam uyniformes ¢ con-
venienies.

"Por outro lado, e a quantidade de bactérias semeadas f6r de-
masiadamente pequena, os eirculog se apresentam muito grandes e
ecom limites mal definidos.

ScuaMIDT ¢ MOYER 260 verificaram que ums cultura de Staphy-
locoecus curens em caldo, dilufda a 1:5, produz circulo de inibicfo
com diimetre de 22 a 23 mm.; diluida a 1:10, o difimetro de inibi-
¢ao € de 23 a 24 mm.; e, diluida 4 1:20, o difmetro & de 24 a 25
milimetros.

PHEPARO DAS PLACAS PARA DOSAGEM

Distribuicdo do meto e do inoculum — O inoculum (bactéria
de prova) que usamos & uma cultura do Staphylococeus aurens H
repicada (de um dos referidos tubos de Agar conservados em gela-
deira) em caldo (meio I} e incubada a 37°C., duranite 24 horas.
Para a distribuicio do meioc e do inoeulum, usamos a seguinte
téenics de SCHMIDT ¢ MoOYER 922

“Funde-se o dgar (meio I}, resfria-ge a 48-50°C. e semeia-se,
entdo, com 1% de inoculum (1 em?® de cultura do St aureus em caldo
{(meio II) para 100 cm® de Agar.). Homogeniza-se bem e jun-
tam-se 3 cm?® déste inocculum em cada place de Agar contendo
22 em?® de meio. Logo em seguida inclinam-se as placas semeadas
e movimentam-se por rotaclo para se obler semeadura por igual
em t6da superficie do meio.
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Ag placas sfio mantidas em superficie plana, durante 5 a 10
minutos, enquanto ¢ agar se solidifica™,

Assim preparadas, as placas podem ser conservadas em gela-
deira, pelo menos 24 horas antes do uso.

As vlacas semeadas nunca dever@o permanecer mais do que
alguns minutoy em temperatura ambiente, desde o tempo em gue
sflo preparadas até serem tratadas com as amostras de penicilinag
¢ incubadas.

Colocacdo dos cilindros — Os cilindros aguecidos em placa de
Petri ou & chama de bico de Bungen s8o cclocados com pinga de
modo que a extremidade biselada forme um sélo sobre a super-
ficie do Agar semeado com a bacitéria de prova. Colocam-se, em
posicio eqliidistante, 5 2 6 cilindros em volta da placa evitande o
centro, no qual a espessura do Agar, sendo geralmente meno'r', pode
Qcasionar erros.

Nio se dispondo de diseo como o descrito por OSTWALD e
RANDALL 2! deixa-se os cilindros cairem de alturz aproximada de
3 milimetros, s6bre a superficie do Agar.

PEEPARC DAS AMOSTRAS PARA DOSACGHM

As preparacfes de penicilina devem ser diluidas, preferivel.
mente, em solucio de fosfato tampio pl 6.0

FosTeR & WoOODRUFF 7 indicaram uma solucfio estéril M/B50
de fosfato tampio de pH 7.0, para fazer as diluicdes.

A principio, SCHEMIDT ¢ MOYER usaram uma mistura de fosfa-
tog com pH 7.0; porém, apds as verificaciey de SCEMIDT ¢ BENEDICT,
passaram a usar solucio de fosfato tampiio com pH 6.0,

¥m nossas provas usamos a seguinte solucio tampéio de fosfato
a 1%, cujo pH oseila entre 5.9 ¢ 6.2

H, KPO, oo 8,17 grs,
HE, PO, coviei e 1,83 grs,
Agua destilada €. 8. «vrneii i, 1.000 em?3

Esta soluciio é distribuida em peguenos bales esterilizados a
115°C, durante 20 minutos.

As soluetes de peniciling sfio dilnidas em solucdo de fosfato
tampéo pH 6.0, de modo a conterem, na base do pressuposto titulo,
na diluiefio final, aproximadamente 0,56 a 1,0 Unidades Oxford por
cm?,

A diluiciio das preparacdes s6lidas de penicilina é feita de modo
a conter a solucdo, 1 miligrama por em®
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FosTER ¢ WOODRUFF %7 recomendam pesar 2 a 5 miligramas
de penicilina com a preeisfio de 0,1 mer. em pequeno tubo tarado e
adicionar tantos centimetros cubicos de solucfo tampdo quantos
miligramas forem pesados da amostra,

Julgando-se, por exemplo, que uma amosira contenha céreca de
300 unidades por miligrama, a primeira solugdo (1 mgr, por cm?)
é, entdo, diluida na proporelo de 1 parte para 29 de solugfio tampéio
e, desta, por sua vez, 1 parte para 9 de gclucle tampéo, o que da
diluicio final de 1:300, pronta para colocacio nos cilindros e con-
tendo, por suposicdo, aproximadamente, 1 unidade por cm?®,

Urando placas de agar com § cilindros, enchem-se, com pipeta
de Pasteur, 8 cilindros com a solucfio desconhecida e os dois res-
tantes com solucio padrfo de penicilina, contendo 1 Unidade Oxford
por em?®. '

Os cilindrog devem ger enchidos até em cima, a fim de garantir

" distribuicio uniforme. A distribuicio pode ser feita com um sé
conta-gbias, munido de pera de borracha, lavando-o apds a distri-
buico de cada amostra, primeiramente com solucdo de fenol a 5%,
depois com dgua destilada e, finalmente, com a prépria soluclo a ser
dosada. FEvita-se, déste modo, o uso de grande mimero de pipetas
quando hi muitas dosagens.

Logo apds o enchimento dos cilindros, as placas s8o cuidadosa-
mente colocadas em estufa a 37°C. e, apbs 15 a 16 horas de incubacio
faz-se a leitura dos resultados.

PREFARO DO PADRAO

Em virtude da tendéneia de cerias amostras de penicilina, em
conservacio, perderem rapidamente a atividade, o primeiro requisito
da preparacio a ser escolhida como padrio é que seja de estabilidade
comprovada.

As amostras seleciopadas devem mostrar nfo ter perdido sua
atividade, durante conservacfio em tempo considerivel

Os padrdes secos, cujos valores em unidades sfo cuidadosamente
aferidos, direta ou indiretamente, com o padrio original de Oxford,
deverdo ser conservados em geladeira durante todo o tempo. O sal
de s6dio da penicilina é muito higroseépico e répidamente perde a
atividade pela nmidade do ar. Como padrio usamos um sal de cileio
da penicilina obtido do Dr, Robert D, Coghill, Chefe da “Fermentation
Division of the Bureau of Agricultural and Industrial Chemistry™,
Pebria, Iilinois.
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Esta preparacdo padr@o que recebemos por intermédio do
Dr. J. P. de Carvalho Lima, Diretor do Instituto Adolfo Lantz, de
S8 Paulo, continha, aproximadamente, 110 megrs,  de zal de caleio
da penicilina, obtido de cultura em superficie, dosando 158 Unidades
Oxford por miligrama. E preferivel usar como padrio sal de ealeio,
muito menos higroseépico gue o de sgédio,

O frasco que contém a preparacfo séea, antes de ser aberto
para pesagem deve permanecer em dessecador até atingir a tempe-
ratura ambiente 197,

Para preparar uma solucéoe padrio estoque, pesamog em balanca
analitica, exata e rapidamente 10 miligramas da preparacio padrio
géca e dilufmos em solugic de fosfate fampdo, de modo a conter
30 Unidades Oxford por em?®.

Esta solucdo estoque, mesmo conservada em temperatura de
geladsaira, tende a perder vagarosamente a atividade.

FOSTER ¢ WOODRUFF recomendam eonservi-la congelada, sendo
gue a congelacdo pode ser feita em gélo séeo ou no compartiments de
congelacio de geladeira.

O padrio de penicilina que tem sido adotado pela *Food and
Drug Administration” de Washington é um sal de 36dio da penici-
lina, cristaline e dosando 1.650 unidades por miligrama. Mensal-
mente a “Food and Drug Administration”, aferindo com o padrio
eristalino, prepara um “padrio de referéncia” do gqual é enviada
uma amostra a cada fabricante de penicilina para determinacio da
atividade dos produfos ™.

PREPARO DA CURVA PADRAO

As dosagens da penicilina t8m significado quantitativo preciso
sdmente quando feitas ao lado de um padrio, e quando os valéres dos
desconhecidos sfo calculados pela curva padrio, que deve ger tirada
em cada dia de dosagem.

~ SCHMIDT e MOYER ! prepararam a curva padréo determinando
cs difmetros dos circulos de inibicio produzidos por 5 solucdes de
teor conhecido em unidades, dentro dog limites de 0,25 a 3,0 Uni.
dades Oxford por em?®. FogrEr ¢ WOODRUFF 197, para tirar a curva
padrio, usam 6 solucdes conhecidag com oz seguintes titulos: 0.2,
0.5, 0.8, 1.2, 1.8 e 2.0 Unidades Oxford por em3,

Empregando placas com cinco eilindros preparamos a curva
padrio; usamos as solucles com os seguintes titulos: 0.4, 0.8, 1.2,
1.6 e 2.0 Unidades Oxford por em® Esta nltima solucio (mais
concentrada), obtivemo-la diluindo 1 em?® da soluclo padrio esto-
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que (30 Unidades Oxford) em 14 cm® de solucdo de fosfato tampdo.
As outras diluicdes necessdrias para tirar a curva padriio foram
feitas a partir desta contendo 2.0 Unidades Oxford por em?, segun-
do o quadro seguinie:

Centimetros
ctibieos da so- Centimetros )
lugio contendo ciibicos da so- Concentragio Nimero dos el
9,0 Unidades luchio de fosfa- | final em uni- | lindros corres-
Oxford por to tampiao dades por em? pondentes.
. (pH 6.0)
0.4 1.6 0,4 1
0.8 1,2 0,8 2
1,2 0.8 1,2 3
1.6 0.4 1,6 4
2,0 — 2.0 5

Tira-se a curva padrio projetando, em ordenadas, o didmetro
médio de inibicAo obtide para cada coneentracfio em 4 a 5 placas
diferentes & em abeissas os valores correspondentes em Unidades
Oxford.

Na fotografia 12 vemos uma das placas com os elrculos de inibi-
¢fio que cbtivemos, para tirar a curva padr8o. A figura VI mostra
uma curva padrio tipica, segundo SCHMIDT e MOYER 26,

Totografia 132
Placag de dosagem mostrando as zonas de
inibicio para dsterminar & curva padrio.
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Figura VI
Curva padrio segundo Schmildt & Moyer.

MEDIDA DAS ZONAS DE INIBICAO

Apbs incubacdo, cbservam-se zonas de inibicfio claras e circula-
res, cujas dimensbes dependem da concentracio da penicilina das
soluches nos cilindros. Dentro de certos limites, os didmetros das
zonas de inibicio, cujas bordas devem ser bem nitidas, sfo medidos
por qualquer maneira conveniente,

As medidas sdo feitas com aproximacfio de meio milimetro.
Pode-se usar compasgo transferidor para tirar os difimetros das zonas
¢ medi-los em régua ou em papel milimetrado.

Podem-se obter medidas diretas, colocando-se ag placas de dosa-
gem sObre a escala de Meyer de Soza, do Instituto Bacteriolégico de
Buenos Aires, que obtivemos por gentileza do Dr. Arieste B. Souto.
Esta escala em milimetros, reproduzida na figura VII, possui tracado
claro em fundo preto que d4 bom coniraste.

FoSTER e WOODRUFF 17 descreveram um aparelho simples & vtil
para ser usado quando se guer fazer niimero muito grande de me-
didas de placas. Consiste em pequena caixa de madeira tendo no
interior uma lampada de microscépio. A tampa de vidro preto,
opaco, apresenta uma escala milimétrica cujo tracado transparente,
iluminado pela luz da ldmpada facilita a leitura, pelo 6timo contraste
que produz com o fundo escuro,

Os valbres médios dos difimetros das zonas dos desconhecidos
¢ do padrio sfio calculados separadamente. Na pratica, t6das as
zonas numa placa sdo lidas em seqiidneia. Sistema simplificado de
identificar as amostras e suas respectivag repeticbes, & numerar as



HWreals de Meyer de Boza para
medir cs didmetros de inibiglo,



PENICILINA - ESTUDO GERAYL E TERAPRUTICA 187

placas com lapis dermografico. Os cilindros nio precisam ser mar-
cados se se fizer um sinal, com lapis dermografico, no lado da placa
de Petri, oposto ao fundo de um dosg cilindrog. Comecando com éste
cilindro, os outros sfo identificados por segiiéncia, no sentido do mo-
vimento dos ponteires de reldgic. Assim, é necessirio ter sdmente
0s valores go lado dos respectivos numeros das amostras em lisia.
Maior seguranca de resultado é obtida se o valor para o desconhe-
cido cair entre os pontos da curva correspondente a 0.8 e 1.4 uni-
dade, 107

Os pontos na regido alta da curva sfo de valores aproximados
porque pequenas diferencas na medida da zona podem significar
grandeg diferencas na leitura do valdr da penieilina. De dia para
dia observam-se algumas mudancas na forma da curva, porém, em
regra geral, isfo ocorre na regifo superior onde ela se aplana for-
mando um patamar.

Fazendo-se as dosagens sempre nas mesmas condicdes, usando-se
08 mesmos meio, inoculum, cilindros, tempo de incubacio, ete., pode-
se dispensar o uso de um padrio em cada placa tirando-se, em cada
dia de dosagem, duas curvas com padrdes diferentes. Preparando-se
apenas uma curva padrio corre-se, As vézes, o risco de perder todo o
trabalho de dosagem devido a diminuicdo dog didmetros de inibiclo
determinada por perda de atividade da sclugio padrio em estogue,

Nessas condicdes distribui-se cada amostra em cada cilindro de
4 placas de dosagem. Se as placas tiverem 5 cilindros, gastam-se
16 placas para dosar 20 amostras,

LEITURA DOS REBULTADOS

Geralmente os diimetros individuais das zonas de inibicfio osei-
iam dentro de 1,5 milimetros da média.

Ocagionalmente, por razfo desconheeida, todos os valores de
uma dada placa, isto &, uma das 4 repeticdes, apresentam acentuado
desvio das outras placas (geralmente para baixo).

As leituras muito discrepantes devem ser excluidas das
médias 197,

Os diimetros médios dasg zonas dos desconhecidos sfio projeta-
dos, horizontalmente, das ordemadas para a curva ¢ dai, perpen-
dicularmente, para as abceissag, onde se 18 o valores em unidades
de penicilina que produzem o mesmo didmetro de inibicio que a di-
jui¢do particular do desconhecido. '

O valor do desconhecido lido na curva padrdo, multiplicado
pelo fator diluicgo, dd o tifule em Unidades Oxford por ¢m?® da so-
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Iucdo original. Bste titulo representard o nimero de unidades poxr
miligrama da preparacio séca de penicilina se a solucRo original
contiver 1 mgr. por cm?,

METCODOS DAS DILUICOES SERIADAS

Doig 530 os métodos em gue se usam diluicGes em série, das pre-
paracdes de penicilina, para dosagem quantitativa. O primeire mé-
todo em: placas com meio sélido (4gar) e o segundo, em tubos, com
meio Hquido de cultura. Rste altimo é mais usado na pratica.

METODO DAS DILUICGES BERIADAS EM PLACA

E pouco usado nas dosagens de penicilina por ser muito fasti-
dioso, exigindo grande niumero de placas e grandes volumes de dgar.
Além disso, é método impreciso pois apresenta variagtes de dia para
dia, usando-se 2 mesma amostra de penicilina, tornando-se imperioso
o uso de padrio 1%, Apresenta, entretanto, certo interésse porque
cérea de 6 germes diferentes podem ser ensajados em cada placa, de
cada diluicdo. Sob o ponto de vista pratico nfio apresenta nenhuma
vantagem, pois nas dosagens de rotinag usa-se um s6 germe de prova.

FOSTER e WOODRUFF 1% descrevem a seguinte téenica do método:
“Misturam.se quantidades diferentes de uma solucfio adequada de
peniciling com 10 cm® de Agar fundido e distribui-se em placas.
Apés a solidificacio, semeia-se a superficie do meio com o germe de
prova, em estria. Deixa-se em incubacio durante a noite e lé-se,
entfo, o ponto de inibicdo completa.

Pode-se simplificar um potico 8ste método, semeando o dgar fun-
dido com o germe de prova, antes de distribui-lo em placas., TUsa-se
1 ern? de ealdo de 20 horas para 100 cm® de 4gar. As placas que
permanecerem claras, apds & incubaclo durante a noite, inibiram o
germe de prova”™,

ATKINSON ¥, em estudos quantitativos, verificou que a dosagem
pela diluicdo da substéncia antibacteriana em agar nutritivo é um
pouco mais sensivel do que a diluiciio em caldo, e apresenta a van-
tagem de se poder comparar, numa mesma placa, a aclo antibacte-
viana sobre diferenfes germes; além disso, as contaminacbes so
mais facilmente observadas no Agar.

METODO DAS DILUICOES SERIADAS EM TURBOS

FLEMING, em 1929, usou o métedo das diluicles em série para
dosar preparacdes de penicilina. TFazia as diluictes de penicilina
em caldo comum e semeava todos os tubos com o mesmo volume de
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uma suspensio de estafilococos, ¢, em seguida, mantinha em estufa
a 37°C., durante 24 horas.

A atividade inibidora da penicilina era faciimente verificada
pela cbssrvacdo da opacidade do caldo. Bsse método de diluicdo em
calde, além de medir o poder bateriostitico da substéineia aniibio-
tica, permite que se determine também o poder bactericida. Para
isso, refiram-ze em tempos diferenties, durante a incubaclo, peque-
nas quantidades do meio semeado, para caleular o ndmero de germes
sobreviventes. '

FrLeMING 88 verificon que o Staphylococcus aurens & germe ade-
guado para a dosagem da peniciling, pois, & muito sensivel a essa
substincia, mantém-ge bem em cultura e eresce rapidamente,

Em 1942, Mc KEE e BRAXE ™%, gm seus estudos, dosaram também
a peniciling por diluicdes em tubos, nsando em i6das as provas um
padrdo para contrdle, que era um sal esfdvel de céleio, eontendo
30 Unidades Florey por miligrama.

FosTER ¢ WOODRUFFE 1% gcham que, sem o uso de um padrio de
penicilina, os resultados obtidos com éste método nio podem ser
comparados com os de outros laboratorios, a nfo ser que se use como
germe de prova a raca de Staphylococcus aureus H.

A precisfio déste método depende da graduacBo nas diluicbes
quando ge eonhece aproximadamente o titulo da preparacio da pe-
nicilina. O uso de pequenos intervalos na diluicdo requer ndimero
excessivo de diluicGes para se poder fixar o ponto de leitura. Com
preparactes desconhecidas & preciso, primeiramente, fazer uma do-
sagem com grandes intervalog nas diluices, para se estabelecer o
valor aproximado, e, depoils, em segunda dosagem, fazer diluigbes
mais préximas dentro da zona limitada. Isto eonstitui inconveniente
para o servigo de rotina, em que o numero de dosagens dag prepara-
cbes desconhecidas é muite grande.

Ao contrario de método do cilindro em placa, 8sse requer téenica
asséptica e também que as amostras sejam estéreis.

Geralmente, ag amostras podem ser filtradas em placas de
Seitz, antes da dosagem; entretanto, devemos nos lembrar de que
usando pequenas guantidades de material ag perdas podem gzer con-
siderdveis, ou mecénicamente por embebicio da placa, ou possivel-
mente por adsorcio,

Para esterilizar, por filtracdo, soluces da penicilina durante as
varias fases de extracfio e purificacio usamos velas de porcelana,
com bons reswitados.
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Com preparacio de alta atividade, a elevada diluiclo necessaria
para chegar ac ponto de leitura geralmente elimina a contaminacio.
Neste caso observa-se fendmeno aparentemente paradoxal: concen-
tracbes maiores de penicilina revelam creseimento, enquanto diluicses
mais elevadas nilo o apresentam.

FostER ¢ WOODRUFF 199 gcham gue certas preparacées, que séo
demasiadamente contaminadas para use direto, podem ser pasteuri-
zadas a 60°C., durante 30 minutos. Pela pasteurizacio, entretanto,
héa, geralmente, perda da atividade que varia de 5 a 30%.

Para dosar a atividade do caldo de cultura do P. nofatuwm nio é
necessario filira-lo, pois, ésse cogumelo 86 cresce mui lentamente a
37°C. ¢, ao serem lidos o8 resultados, apds 24 horas, naoc se percebe
qualquer crescimento do fungo,

LOCKHEAD e TIMONIN 17 verificaram que pode haver variacdes
na dosagem da penicilina que dependem da composicio do meio e do
germe de prova.

Observaram que, com amostra de penicilina que inibia total-
mente 2 racas de St.ourews nas diluiebes de 1.600-3.200, experi-
mentada com uma raca de St.albus em meio contendo 1% de mano-
se ou lactoze, o0 méximo de inibiciio se verificava apenas acima da
diluicfio 10. A mesma penicilina inibiu o St.elbus, na diluicdo 320,
no caldo contendo 1% de sacarose.

A dosagem da penicilina por diluictes seriadas, em meio liguido,
pode ser feita por varios processos que diferem, esseneialmente, na
maneira de verificar a Inibicfio do crescimento do germe de prova.
Os principais sfo os seguintes: 7

1.} Processo de Schmidt e Moyer, em que se usa caldo
de cultura e a leitura & dada pelo fubo de diluicio maxima, que nio
apresenia turvacio reveladora do crescimento do Staphylococcus
QUreUs;

2.2y  Processo de Fleming, baseado na atividade fermentativa
do Stephylococcns aurens sbbre a glicose;

3.%y  Processo de Rommelbamp, baseado no impedimento da
acdo hemolitica de determinada raca de Streptococeus hemolyticus
do grupo A,

Nas dosagens de contrble usamos os dois primeiros métodos e
verificamos que, em numerosas determinactes feitas, 8les se com-
param, apresentando sensibilidade aprecidvel. Preferimos usi-los
com algumas modificacdes que relataremos na descricdo de cada um.
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PROCHSS0 DE SCHMIDT £ MOYER

O meio dos aulores é caldo especial de cultura (meio IT) usado
para a preparacio do Staphyloceceus aurens como inoculum do mé-
todo do eilindro em placa, e cuja férmula encontra-se na pagina
124,

Preferimos subtrair do meio II de ScHMIDT e MOYER 261 g gli-
cose, cuja presenca é indispensivel para que a notatina exerca sua
aclo bacteriostatica. J4 vimos que a notatina de COULTHARD %7 pade
ser também elaborada pelo P.aofatum e sua presenca nos liguidos
de cultura pode dar origem, nesse método, 4 dosagens de penicilina
com iitulos superiores aos reais.

Tratando-se de caldo peptonado com extrato de levedura jul-
gamos dispensdvel a presenca de glicose, uma vez que o germe de
prova, Stophylococeus qureus, cresce rapidamente mesmo em caldo
comum.

Tendo SCHMIDT e BENEDICT verificado que a penicilina é mais
estdvel em pH 6.0, preferimos usar o meio de dosagem também
com éste pH.

Por essas razfes usamosg o meio I1 assim modificado:

Peptona Bacto ..., 5,0 grs.
Extrato de levedura Bacfo ............ 1,5 gr.
Extrato de carne Baeto ... ............ LB gr.
Cloreto de s8dic ....civvviireinrnennns 3,0 grs.
Fosfato tampio a 19 (pH 6.00 ...... 500 cm?d.
Agua destilada g, 8. .ooveiiii i 1000 em3,

Distribuimos, em haldes, porcbes de 20 em?® de meio e esteri-
lizamos a 121°C. (15 libras de pressio) durante 15 minutos,

Pela modificacdo do pIl que fizemos, usamos a solucfio de fosfato
tampdo assim modificada:

HoRP. Oy e 8,17 grs.
HEPO, i 1,83 grs.
Agua destilada g, 5. .. vviiiiiiain., 1000 emd,

A téenica usada por SCHMIDT ¢ MOYER é a seguinte: “Con-.
gservam-se em geladeira até o uso, frascos de Erlenmeyer de 500 cm?,
_eontendo quantidades de 200 em® de meio IT esterilizado, A medida
que cada frasco vai sendo wsado, inoccula-se 1 em? de cultura em
caldo, de 20 horas, de Staphylococeus auveus. Mistura-se perfeita-
mente o caldo e o inoculum, e distribui-ge, imediatamente, com pipeta,
a mistura em guantidades diferentes, em tubos de ensdio estéreis,
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A amostra de penicilina que val ser diluida deve esiar izenta
de bacterias que sfo insensiveis & penicilina. As solucfes contami-
nadas com bactérias podem ser filtradas através de um filtro Seiiz
ou *Sintered glass (orade 5 or 8) filter”.

Este método permite que a concentracio do inoculum perma-
neca praticamente constante em todos os centimetros chbicos de
caldo. A guantidade de caldo varia consideravelmente de tubo para
tubo, porém, isso nfo interfere, aparentemente, na obtenciio de re-
suitados seguros, '

Antes da incubacfo cada tubo deve ger periecitamente agitado,
para misturar o caldo e a penicilina®.

A figura VIII mostra a maneira de se fazer asz diluigdes em
gérie.

B Armastra

i cmi T @8 pdmores rexresonidam cenlimalres clhices
Ayrgalra

v 5 & 4,5
VE. ifEee /00 Lt {300 14000 ¢fHoe {/igen

Migura VIIL
Esquema dazs diluiges seriadas (Scehmidf e Mover},

A 1/im

Tempo de ineubagdo — Qualguer perfodo de incubagﬁo pode ser
usado, uma vez preparado um padrio para conirdle, (s aufores?®
eostumam incubar a 37°C. durante 18 ou 40 horas, preferindo o Glti-
Mo prazo.

Leiture em 18 horas — Os célenlos para converter diluighes
em Unidades Oxford, sfo baseados na maior diluicfie que nic de-
monstre crescimento.

Supondo que o méiodo do cilindro em placa fornecesse resul-
tado preciso, os autores *t verificaram que, em culturas em caldo,
gastava-se, aproximadamente, 0,45 Unidades Oxford por cm? para
inibir o crescimento do germe de prova.

Para converter diluicdo em unidades, basta multiplicar o titulo
da dilunicfio pelo fator 0,045,
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Fxemplo: leitura ems 18 horas
17900

171000 + 900 X 6,04p = 40 unidades por cm3, da amostra,

Cremos que os autores, com éste cileulo, pretenderam apenas
figurar um exemplo; pois, na realidade, o fator de multiplicacfo
deve ser aproximadamente 0,020,

Se houvesse inibicfio completa do germe aié na diluicio 1/900
teriamog: 900 ¢ 0,020 = 18 unidades por em?® da amostra.

Baseando-nos na definicfio de FLOREY e JENNINGS®?, da Uni-
dade Oxford como sendo “a menor guantidade de penicilina que
dissolvida em B0 cm® de caldo de carne inibe completamente o
crescimentio da réga do Staphylococeus aureus de prova” podemos
obter o resultado em unidades dividindo o titulo da diluiefo méxima
inibidora por 50.

400

Assim, teriamos 'TS 5 = 18 Unidades Oxford por cm® da

amostra.

Leitura em 40 horos — Os resnitados de 40 horas sfo de mais
fécil leitura e mais definidos, Em regra geral, numa série um tubo
pode ser muite claro e o segninte muito turvo. Os cdleulos s8o ha-
geados na diluicdo mais elevada que permanece clara.

Crescimento fraco, eom grinulos e filamentos, é desprezado.

Quando o perfodo de incubacfo é prolongado, a quantidade de
penicilina necessaria para impedir o crescimento também aumenta;
numerocsas determinacfes indicam gque em eulturas de 40 horas é
precizo, aproximadamente, 0,1 unidade por c¢m® para inibir o eresei-
mento.

,

Exemplo: leitura em 40 horas

17400 —
/500 -+ 406 > 0,1 =— 40 unidadecs por em®, da amostra.

PROCESSO DE FLEMING

FLEMING " propds interessante método de dosagem da penici.
lina por dilnicbes seriadas, usando inoculum constante da mesma
bactéria de prova em meio Hguido de cultura, de compe%zgao defi-
nida., Sugeriu o seguinte meio eomo padrio:

Peptona (Evans) ... it 1,0 gr.
Cloreto de s6dic ... .uiiiiiivininnnnnnn, 0,5 gr.
Glleose ... . e 1,0 gr.
Indicador Andrade ...................... 1,0 em®

AgUa gom o e 100 em3.
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N#o tendo feito referéneias, ajustamos o meio ao pH 8.8 e
esterilizamos a 115°C, durante 20 minutos.

Neste meio o Staphylococcus aureus cresce e fermenta a glicose,
produzindo acido que muda a cor do indicador. O indicador Axn-
drade, que é solucdo de fuesing descorada pela soda, retorna 3 sua
¢Or primitiva, vermelha, em meio acido.

Usamos a fucsina dcida de “Gribler” diluida a 0,59 em 4gua
e descorada por solucdo normal de hidrdéxido de sédie. Para cada
160 cmw?® de solugfio corante gastamos cérea de 16 cm?® da solucdo de
soda. Este indicador foi filtrado em papel e conservado em frasco
ascuro,

FLEMING preferiu 8sse meio go caldo comum ou ao caldo gl-
cosado, que s80 de mais dificil padronisacéio, desde que nos diferentes
laboratérios sfo preparados de diversos modos, Com o uso désse
meio com indicador os resultados s&o mais constantes e compariveis
entre os diferentes laboratérios, pois, com o ealdo comum o ponfo
final é dado pelo dltimo tubo em que nio ha crescimento ou ha 50%
de turvaclo, critério 8sse que pode dar titulo aumentado de peni-
cilina.

FLEMING * usou ésse método da seguinte forma: “Fazem-se
diluicdes seriadas em tubos contendo 5 cm® de meio, nos guais se
gemeia uma aleca de platina (3 mm de difmetro externo) de cultura,
de 24 horas em caldo, de Staphyloeoceus. O resultado é lide apés
24 horas e o ponto final é dade pelo aparecimento de edr vermelha
no meio”,

O autor acha o Staphylococeus aureus adequado como bactéria
de prova, porém, dadas as variacles de sensibilidade das racas
désse germe & penicilina, lembra a necessidade de se usar em todos
os laboratérios a mesma raga. Diante disso, nfo hesitamos em usar
o Staphylococeus aureus H que, alias, é recomendado por FOSTER &
WOODRUFF Y7, Para as diluicdes das preparacdes de penieilina, ao
invés de tubos com 5§ em?® de caldo preferimos fazé-las em tubos de
hemélise com 2 em?, segundo a modifieacdo do DR. AREIA LRX0 1%,
do Imstituto Osvaldo Cruz, do Rio de Janeiro.

Para maior preeisio nas diluicdes, esterilizamos o meio em
baldes e depois o distribuimos em tubos, assépticamente, com pipeta
graduada. Essza distribuicdo, sem davida, ¢ mui exaustiva, porém
é recomendavel principalmente nos trabalhos de pesquisa gue
exigem dosagens de maior precisfo.

Segundo FoSTER e WOODRUFF 37, empregando-se a cultura de
Staphylococcus aureus H nio se torna necessario o uso de padrfio:
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entretanto, para maior uniformidade e seguranca nas dosagens, é
preferivel sempre usa-lo.

Para as dosagens de penicilina usamos a seguinie técnica, mo-
dificacfio de ArREIA LpAo %, Toma-se uma série de tubos contendo
2,0 ¢cm?® de meio, exceto ¢ 1.° (contém 3,6 cm®). Junta-ze a éste
0,4 cm? da sclucBo de penicilina a ser dosada, homogeniza-se agpi-
rande com pipeta e transferem-se 2 cm?® para o 2.° tubo: homoge-
niza-se ¢ iransferem-se para o 8.° tubo e assim sucessivamente,
Obtém-se, déste modo, diluicSes dobradas: no 1.° tubo, diluicko
1/10; no 2.9 1/20; no 3.°, 1/40 e assim por diante. O ntimero
de diluicdes a zerem feitas depende dz proviavel concentracio da
preparacfo de penicilina desconhecida, Os 2 em® restantes do 1l-
timo tubo de diluicdc sfc transferidos para outro gue funciona
como prova de esterilidade da preparacBo de penicilina. Outro
tubo 86 com melo serve de contrdle déste e, finalmente, um 3.9,
contendo meio sem penicilina, é gsemeado para contréle da bactéria
de prova.

Todos os tobos de diluicho sfo semeados com T gbta (0,06 em?)
de cultura de 24 hovas de Staphylococous auwreus H em caldo, di-
luida a 1/20. Apds a semeadura os tubos sfio agitados e levados
4 estufa, onde permanecem 18 horag, fazendo-se entfio, g leitura.
O ponto de leitura é dado pelo tubo de diluicdo méxima em que
nio houve mudanca de cbr do meic, nio apresentando cdr wver-
metha reveladora da fermentacfo da glicose produzida pelo Sta-
phylococcus aureus em crescimento. Para obtencio de resultados
mais precisog, convém fazer segunda dosagem com diluices mais
préximas, dentro da zona delimitada pela primeira prova.

Dividindo-ge o titule da diluicdo do tubo que representa o ponto
de leitura por 50, obtém-se a concentracio em Unidades Oxford da
amostra dosada. Assim, uma solucio de penicilina que impede a

viragem do indicador até a diluicio a 1/1000 tera lggo = 20 Uni-

dades Oxford por cm? e, as soluces que contenham 250 U.O. por
em’ impedem totalmente o creseimento do Staphylococcus aureus,
até a diluico de 1/12.500.

Como vimos, FLOREY e JENNINGS *7 definiram a Unidade Ox-
ford ecomo sendo *“a quantidade minima de penieilina que, dissol-
vida em 50c¢cm® de caldo, inibe o erescimento do Staphylococcus
auyeuns de prova™.

Ao procurarmos usar o meio de FLEMING com pH 6.0 pelas
razdes ja expostas, verificamos que o meio apreseniava cbr rosea
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intensa, gue constituia grande ineconveniente na leifura. Conse-
guimos elimind-lo por uma das seguintes formas: 1.2) descorar
o meio preparado, antes de esterilizd-lo, com 2% de carviio animal
ativo e filirar em papel; 2.2) descorar o indicador com 1% do
mesmo carvio. No primeiro easo o meio fica inocolbr, o germe
cresce bem e fermenta a glicose; verificamos, porém, que o ponio
de leitura é dado pelo aparecimente de cdr résea que contrasta
bem com o melo ineclor dos outros tubos. O meio com essa mo-
dificacdo, comparado com o de SCEMIDT ¢ MOYER, com o mesmo
pH, nos revelou resuifados pré’ticamente idénticos. Possivelmente,
diminuindo-se a quantidade de Indicador chega-se ac mesmo resul-
tado, pois, parece-nos que, no caso, a principal funcio do earvio
é eliminar o excesso de corante nfio descorado,

PROCESSO DIE RAMMELKAMP

Em 1942, RAMMELKAMP 2 descrevell um processo gue per-
mite a dosagem de pequenas quantidades de penicilina presentes
nog liquidos orginicos: sangue, Hquor, urina e nos exsudatos das
cavidades infectadas (pleurais, articulares, ete.). Basela-se na
inibicfio, pela penicilina, do crescimento de wma raga de estrepto-
coeo hemolitien do grupo A, sendo usados eritréeitog como indi-
cador.

As amostras de peniciling sfo diluidas em série, em tubos com
caldo de earne de vitela e o ponto Bmite de leifura é dado pelo
tubo em que houve hemdlise reveladora do crescimento do esire-
ptocoeo.

A descricio do processe é a seguinte: “as amostras de peni-
cilina sfeo conservadas a 5°C. até o momento da dosagem. Se esti-
verem contaminadas s&o préviaments filtradas em Seifz. Fazem-se
diluicBes, numa série de fubos de hemoélise, eontendo, com excecho
do 1.9, 0.2cm? de caldo de vitela. Aos dois primeiros adicionam-se
0,2em?® da amostra desconhecida de penieilina. Do 2.2 tubo frans-
ferem-se 0.2cm? do caldo e penicilinag ao 3.° tubo e assim sucesgi-
vamente. Sabendo-se que a amostra eontém mui pequena quanti-
dade de penicilina, usa-se mais um tubo teste contendo 0,5cm® da
amostra,

O conirdle é feito dinindo-se, do mesmo meodo, um padrio de
peniciling conservado a 5°C. e diluido sm solugio de cloreto de
g6dio a 0,85%, de modo a conter 20 Unidades Tlerey por ecm®
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A bactéria de prova é um estreptococo hemolitico do grupo A,
isolado do sangue de paciente com erisipela. A culiura de 12 horas
em caldo é diluida em caldo de infusdo de carne de vitela adicio-
nado de 1% de eritréciftos, de modo a conter niimers de germes
que oscila entre 1.000 e 16.000 por cm®  0,5cm? desta diluicio é
adicionade a todos os tubos inclusive oz da série de contrile con-
tendo diluiedes do padrdo. O volame final em cada tubo & de
0,7cm?.  Og tubos semeados sho, entlo, incubados por 18 horas, apos
o que se examina a hemdélise. Semela-se uma alca (3mm) das
culfuras, junto ac ponto limife, em placas de Agar-sangue para
contrdle de esterilidade”.

Este processo, segundo Rammelkamp, permite dosar concen-
tracbes pequenas de penicilina como 0,0089 unidades, em apenas
0,2cm? de solucio, prestando-se aos estudos clinicos em gue se dis-
pos de mui pouco material, Apresenta, entretanto, o inconveniente
de exigir filtracdo prévia do material contaminado como exsudatos,
urina, ete.

Em 1943, WiLsoN ¥4 descreven um processe de dosagesm ra-
pida da penicilina, Em realidade, & uma meodificacfio do processo
de Rammelkamp, nermitindo leitura de resultados apés 3 ou 314
heras.,

Além de ser mals rapido, ndo exige condicdes assépticas, e
sendo sempre conirvolade por um padrio, apresenia precisio e ra-
pidez satisfatérias que o tornam indicado particularmente nas do-
sagens da penicilina, durante as fases de sua produciio industrial.

A téenice é o seguinie: A solacio de peniciling a ser dosada
deve ser inicialmente diluida de modo a conter cérea de 1 unidade
por em? e, entdo, diluida em série de tubos de caldo. A ésszes tubos
juntam-se 0,2 cm? de suspensdo de 500 a 700 milhbes de Strepto-
coccus beta-hemolyticus do grupo A e 0,8 em?® de suspensfio a 5%
de eritrécitos lavades de carneiro, Apds agitacio, os tubos séo
ineubados em banho-maria a 37°C., por 3 a 3 14 horas. Him geguida
sdo centrifugados e examinados para verificacgo de hemdlise; a
auséneia de hemdélise indica a eoncentraciio bacteriostitica da pe-
nieilina,

Deve-se fer ¢ cuidade de lavar os estreptoeccos crescidos em
adgar simples com caldo, anfes do uso, para evitar a inclusiic de
hemoligina preformada,

BAXE e JONES?® descreveram, também, um processo de do-
sagem rapida (2-3 horas) em gue empregam, como indicador de
hemélise, sangue desfibrinado de eoetho, a 1%, Acham que esta

10
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concentracio é melhor do que ouira do sangue do mesmo oun de
outro animal. Melhores resultados, também, obiiveram usando
caldo de infusfo de coraclo e procedendo & ineubagdio em hanho-
maria & 37°C. Este processo foi publicado em novembro de 1948,
snguanto o de Wilson #¢ o foi em ocutubro do mesmo ano.

MBTODO TURBIDIMATRICO

Em 1942, FosTER® propds um méiodo ifurbidiméirico para
dosagem da penicilina, baseando-se na verificacic das doses cres-
centes desta substdneia que produzem, quantitativamente, propor-
ctonal inibiefio do crescimento do Staphylococcus aureus em caldo
de cultura. :

O crescimento do germe é medido turbidimétricamente como
funcéo inversa da concentracfio de penicilina no meio. Neste mé-
todo, o crescimento do germe em diferentes diluices de amogiras
desconhecidas de penicilina é comparade com uma curva padrio de
inibicdo que é sempre feita por ocasifio das desagens. O uso do

padriio é necessidrio a fim de eliminar ag variacdes devidas aos
meios de eulturas, fator pessoal, efe..

Segundo FosTER e WOODRUFF 195, & o mélodo mals exato de
dosagem, dando precisfio de =+ 10 g 15%. HRssa precisfio é con-
seguida mediante fécenica especial ¢ fastidiosa que o torna menos
pratico que o método das diluicBes seriadas. Estes aulores verifi-
caram, entretanto, que é métedo muite valioso, recomendando-o
para fins especiais, tais como experiéneias de estabilidade da pe-
nicilina, estudos do péso molecular por difusio, ete.

Fazendo-se as medidas turbidiméiricas do crescimento com
colorimetro fotoeléfrico de Tvelyn, e acelerando-ge o crescimento
do germe de prova por meio de inoculum macico, conseguem-ge leis
turas apds 4 horas, comparadas com o minimo de 16 ou 20 neces-
sdrias para os outros métodos satisfatdrios.

FoOSTER ¢ WOODRUFE 15 verificaram gue 0,4 em? de cultura de
Staphylococcus oureus em caldo de 20 horas, usades como ino-
culum, produzem o méaxime de turbidez, numa proporcio constante,
e sfio a guantidade mais adequada para as dosagens rapidas de
4 horas de duracio. Uma curva padrio & feita diiriamente ao
lado das preparacbes desconheeidas, das quais se fazem 3 a b5 di-
InicBes, dependendo do teor presumido, para cair na regifo dos
trés quartcs cenfrais da ecurva padrio,
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Os tftulos das amostras sic avaliados por comparacho com a
curva padrio.

INFLUENCIA DA GLICOSRE

FostER ¢ WILKER 9% verificaram que a presenca de glicose,
acima de 0,1%, no caldo de dosagem determina aparecimento de
irregularidades especificas na curva de inibicdo.

Ag séries de caldo conirdle de pH 7.0 {(tamponado com 1%
de fosfato), sem glicose, ou as séries com 0,1% désse aciicar de-
monstram a comum curva coneava de inibicéo,

As séries com 0.5, 1.0 e 2.0 por cento de glicose déo curvas
convexas, irregulares, préprias da glicose e demonstram, clara-
mente, gue 8zte actcar modifica o cardter de inibicdo pela peni-
ciling 103,

[Jsande-se caldo glicosade a 1% e abaixando-se o pH inicial
de 7.0 para 5.5 os referidos autores obtiveram eurva cbncava nor-
mal, semelhante 4 obtida com 0,1% de glicose em caldo de pH 7.0.

Depreende-se déste fato que o pH nfo parece exercer influén~
cia quando o meio é tamponado e nfo contém mais que 0,1% de
glicose, porém, tanto em culturas em tubos de caldo como em pla-
eas de apar contendo teor maior em glicose, a maior inibicio da
penicilina se obtém em pH ipicial 5.5; com pH 6.0, 6.5 ¢ 7.0 o8
titulos sdo menores, produzindo no método turbidimétrico curvas
convexas irregulares 19,

A glicose, favorecendo estas curvag anormais de inibicdio, nos
lembra que sua presenca no meio pode, de alguma maneira, inter-
ferir no mecanismo normal da acfp inibidora da penicilina ou mo-
dificar ou, ainda, inativar a penicilina.

FOSTER e WILKER 1% verificaram que o poder antibacteriano
da penicilina é apreciavelmente diminuido em presenca de glicose, em
auséncia de célulag bacterianas. Isto significa destruicfio de parte
da penicilina, de modo que resta verificar se o produto resultante
é substédnels antibacteriana menos ativa, '

A transformacio, segundo FOSTER ¢ WILKER, ¢ devida a ums
reacdio quimica que se realiza, entretanto, mais rédpidamente a 37°C.
do gue a 2°C; &, também, influenciada pelo pH e é determinada
por outros acticares,

Devemos lembrar que esta diminuicdo da atividade em pre-
senca de glicoge, segundo og referidos autores 198, g6 aparece em
certas condigbes de concenfracio da penieilina. Parece que o fato
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nao estd bem esclarecido, fallando provas em condicées bem defi-
nidas, principalmente em meie de cullure de composigio definida.

Podemos, entretanio, jA deduzir qus o uzo da glicose deve ser
evitado, embora acelere o crescimento do germe de prova.

METODG TUBERDIMATRICO RAPIDO

FosTER ¢ WILKER 1% fizeram experiéneias com numerosag cul-
turas e selecionaram o Bacillus adharans como germe de prova para
o método turbidimétrico de fempo curto. FHscolheram-no por cres-
cer rapidamente, produzindo turvaeio em menor tempo, em condi-
cbes de agitaclio ¢ aeracio forcada; além disso, é tio sensivel 3
penicilina eomo o Staphylococcus aureus .

MCMAHAN % verificou que com o Baeillus adharons nio se
obtém resultados concordantes com os do método do cilindro em
placa. Recomenda o uso do Staphylocoecus awreus H, como hacté-
ria de prova, no méfodo turbidimétrico rapido que estudou detalha-
damente. Conseguiu boa eostabilidade nas leituras turbidimétricas,
usando colorimetro de célula fotoelétrica, o “Lumetron” modélo
“402 B, equipado com transformador, de voltagem constante.
Aperfeigoande 8ste método phde concluir que, além de répido, per-
mitindo leituras de resultados apds 3-4 horas, &, também, mais pre-
ciso do que o método do cilindro em placa.
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ANALISES DE CONTROLE DA PENICILINA

O emprégo da penicilina, em terapbutics, que ji se generalizou
em alguns palses, principalmenie nos Estades Unidos, ests, dia a
dia, tomando mais vulto em nosso meio.

Infelizmente ésse precioso medicamenio apresenta grande ins-
tabilidade, tendendo a perder sua atividade em mul pouco tempo,
principalmente guando ndo conservado em condiches adequadas.

O sal sédico da penicilina, que é o de maior uso correnie em
terapéutica, possui o inconveniente de ser muifo higroscdpico, re-
tendo umidade que the destréi rapidamente a atividade. Ademais,
requer conservacho em temperatura abaixo de 10°C. para prolon.
gar sua estabilidade, Mesmo em cstado séeo, e em baixa tempe-
ratura, o prazo de nso do sal sédico da penicilina nfo excede de
um ano., Nessag condicdes, torna-se absolutamente necessirio o
contrdle sistemético déste precioso medicamento, pelas autoridades
sanitarias. &

Oz produtos de peniciling, usados entre nés, sfo importados
dos HKstados Unidos, onde sfo fabricados por numerosos laboraté-
rios. Embora tais laboratérios produzam penicilina com grande
rigor técnico, 03 motivos j& apontados sBo mails gue suficientes
para que todos esses produtos devam ser préviamente analisados.
As andlises de controle em amostras de cada partida, produzida
ou importada, depfem nas méios do médico malor seguranca no
uso de thAo valioso recurso terapéutico.

Dada a importineia do assunto, analisaremos as bases do con-
tréle da penicilina. O contréle analitico da penicilina deve abran-
Zer as provas seguinies:

Dosagem da atividade;
Prova de pirogénio;
Prova de inoeuidade;
Determinacie de umidade;
Prova de esterilidade,
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Contrble sistematisado dos produtos de penicilina é feito pela
“Food and Drug Adminisiration™, de Washington, Por servirem
de base para o contrble desses produtos em nosso meio, relatare.
mos 08 métodos usados pela F. D. A., revistos e mimeografados em
janeiro de 1945,

DOSAGEM DA ATIVIDADE

O método de dosagem usado pela “Food and Drug Adminis.
tration” & o método do cilindro em placa. ‘

“Cilindros {copos): Sao feitos de tubos de vidro pyrex ou de
porcelana, aco inoxiddvel, ou sluminio, de parede standard da mes-
ma espessura (% 0,1 mm) eom 1,0 em de comprimento e 8 mm
4 0,1 mm de didmetro externo. Os cilindros de 1,0 em de com-
primento, com excecio dos de ago inoxidéavel, sfo internamente bi-
selados numa extremidade, num Angulo de 30° a 40°. Feifo o bisel,
a extremidade é polida com pé fino de polimento para deixar a
borda lisa.

s

Peniciling padrdo: O padrio primario é a penieilina sédics
cristalina “G” (II}). A unidade de penicilina foi definida, por
acbrdo internacionzl como sendo a atividade especifics da peniei-
iina econtida em 0,6 micrograma désse padrio primério.

Padrao de referéncia: Para o uso foi adotado um padrio de
penicilinga cdleica, do qual 2,7 mierogramas equivalem a uma uni-
dade, isto €, 1.0 miligrama equivale a 870 unidades.

Os padrdes sfio- conservados em vidrinhos herméticamente fe-
chados que, por sua vez, sdo colocados em tubos maiores coniendo
“Drierite” (CaS0, anidro). Os padrdes sio mantidos eonstante-
mente ne compartimento de congelacio de geladeira eléfrica. Cada
trés dias sko cuidadosamente pesados 4 a 5 miligramas do padriio
de uso e diluidos em soluclio estéril de fosfato tampio, a 1%
{(pH 6.0), para fornecer soluclo-esioque contendo gualguer con-
centracfio conveniente. A diluicho para uso didrio ¢ feita a partir
dessa solucao-estoque.

Prepare das amostras: Todas as amosirag sio primeiramente
diluidas, assépticamente, em 4gua destilada isenta de pirogénio, de
modo a conterem as solucles 4.000 unidades por em? Para o
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uso na dosagem da atividade coloca-se, em frasco volumétrico de
100 em?, 1.0 em?® da solucdo que contém 4.000 unidades/em? e
completa-se o volume com Agua destilada estéril. Transfere-se
1,0 em® da golucdo eontendo 40 unidades/cm?® pars um frasco que
contém 39 cm? de fosfato tampio, a 1% e de pH 6.0. Esta solu-
cio, contendo 1.0 unidade/em?, é, entfo, diluida, adicionando-se
1.0 cm® dela a2 3 cm? de tampfio, de modo a se obter solucio
contendo (.25 unidade por em®. TEstas duas Gitimag diluicbes séo
as usadas na dosagem da atividade. '

Meio de cultura: O 4gar usado no método do eilindro em
placa, como meio de cultura e como veleulo do germe de prova
fem a composicio seguinte:

Pepiona Dico ... - 6.0 grs.
“N-Z Case peptone” ................ 4.0 grs.
Extrato de levedura Difeo .......... 3.0 grs.
Extrato de carne Difco ............ 1.5 gr.
Glieose .. e e e 1.0 gr.
AZar . e 15.0 grs.
Agua destilada g 2 ... i aen 1.000.0 emd

pH = 6.5 — 6.6 apds p esterilizagio,

A férmaula do caldo para creseimento do Staphylococeus aureus
para o método do cilindro em placa é a seguinte:

Peptona Difeo . .ocviriiriiireaiirnarns . 5.00 grs.
Extrato de levedura Difec ............... 1.50 gr.
Extrato de ecarne Difec ... ... vt 1.50 gr.
Cloreto de 8ddio ...o.veiiivii i 3.50 grs.
Fosfato de potdssio bibdsico .............. 3.68 gra. (pH 7.0}
Tosfato de poidssio monobédsico .......... 1.32 gr.

Pode ser necessario modificar a férmula do &gar, dependendo
do tamanho e da nitidez da borda das zonas. A “N-Z Case pep-
tone”, na presente férmula, defermina aumento na producio de
pigmento e d& maior contraste entre as zonas claras e as do cres-
cimento bacteriano. Pode-se variar o inoculum, de acdrdo com as
condicbes existentes em qualguer laboratério. Por motivos ainda
degconhecidos, se o difimetro da zona de inibicfo excede de 24 mm.
as bordas podem se tornar irregulares, dificultando leituras pre-
cisas.  Anfes que seja esclarecido 8sse aumento ocasional do ta-
manho da zona, é dificil, senfo impossivel, usar meio padrio.

Preparo das plaeas: Adicionam-ze a cada placa de Petri
{20 x 100 mm) 21 cm® de Agar. Apbs a solidificacio do dgar, uni-
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formemente distribuido, as placas s8o conservadas em geladeira até
¢ dia seguinte ou podem permanecer varios dias antes do uso. O
germe de prova é o Staphylococcus aurews (F.D.A. 209-P)* que é
eonservado em itubos de Agar ‘uclinado, com repigues quase sema-
nais. Na véspera da dosagem repica-se a cultura, do égar ineli-
nado, em caldo. No dia seguinte. adicionam-se 2 cm® dessa cul-
tura em caldo, incubada 16-24 horas, a 100 em® de Agar fundido
e resfriado a 48°C. Misturame-ge perfeitamente a cultura e o dgar,
e adicionam-gse 4 cm® a cada placa contendo 21 em® de Agar nio
semeado, Inclinam-se az placas para trés e para frente a fim de
diszeminar, uniformemente, o inoculum stbre a superficie do agar.
Substituem-se, entfo, as tampas de vidro das placag semeadas por
outras de poreelana. Colocam-se os cilindros sObre a superficie do
adgar, deixando-os cair pelog orificios de um guia de cilindros, feito
de matéria plasticat.

Prove de atividade: Para cada amosira usam-se 4 placas.
Enche-ge um cilindro de cada placa com padriic contendo 1.0 uni-
dade/cm? e cutro com padrio de 0.25 unidade. Os deis cilindros
restantes de cada plaea sfo enchidos com o déesconhecido, em di-
Inigdes avaliadas em 1.0 unidade e 0.25 unidade. Colocam-se as
placas, cuidadosamente, em suportes e incubam-se a 37°C., durante
16-18 horas. Apds a incobacio, mede-se o didmetro de cads cir-
culo de inibiclo, com aproximacio de 0.2 milimetros, usando apa-
relho de Quebec para contagem de coldnias, com escala milimetrada
gravada no suporte de vidro que fica sbbre a fonte luminosa,

Avalingdo do atividede e do érro®: Para se avaliar a ativi-
dade e o 8rro de dosagem usam-ge ¢ grifico e o nomograma ane-
x08. Para usar o grafico a fim de ealenlar a atividade sfo
necessirios dois valores denominados V ¢ W. As equacdes para
encontrar V e W gio:

V=2 [(u.[, ) — sy SH>] 6 We=I U‘%ﬂ” s — (ug, +sg) ]

Nestas equagdes, u e u, representam, respectivamente, os did-
metros em milimetros, das zonas de inibicdo das diluicdes 1.0 uni-
dade e 0.25 unidade do desconhecido, e s, e g; representam, de
modo semelbante, as diluicBes corrvespondenies do padrdo. Os va-

{*) Fsse germe pode ser oblido da “The Ameriean Cultura Collection, Georgetown
University, 3800 Reservolr Road, Washington, D.C.” Seu atGmero na colecko & 8538,

iBeience., 101 99-100 (1845)

[etence, 107 46-48 (1945)
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lores de V e de W, determinados pela soma de fodos og valores de
v e de w, sdo localisados no grafico, seguindo-se as linhas em dire-
cho para cima e em transversal até sua intersecio. O ponto de
intersecdo caird sobre ou entre as linhas tracadas no grafico. Pro-
longa-se o ponto de interseciio para a extremidade do gréfico, na
direciio das linhas e lé-se a atividade em %érmos da poreentagem
do padrBo. O érro de dosagem pode ser avaliado, usando-se o no-
mograma gque requer cineo valores, isto &, a atividade, V, W, Rv
e Rw, onde Rv represenia a amplifude dos v ¢ Bw a amplitude
dos w, No cileulo do &rro de dosagem usam-se apenas valores
absolutos de V, W, Bv e Rw. Unem-se og valores de W e de V
com esquadro e eoloca-se um aifinete onde o esguadro eruza a linha
diagenal., Entdo, corre-se o esquadro de modo gue se dé a inter-
se¢dio de Bw e a linha diagonal, ne ponte do aifinete. Determi-
na-se o valor de @ pelo ponto em que o esquadro cruza a Hnha “Q”,
Obtém-se T por soma dos quadrados de @ e Rv. Unem-se no lado
ezquerdo do nomograma og valores de T e W, com o esquadro e
lé-se o valor da relacio (8rro de dosagem - atividade) onde o
esguadro corta a coluna de valores da relagfio. %ste valor multi-
plicado pela atividade equivale & porcentagem do &rro de dosagem.

Damos, a seguir, um exemple de dosagem tipica eom os einco
valores congiderados:

DOSAGEM DA PENICILINA PELO METODO DO CILINDRO
EM PLACA

PADRAO DESCONHECIDO

51, 11 b R Ui v w
Placa avaliado avaliado o ou
Moo B Sim L0 nms B me 1D WEE (updugg)—(sp o) Gyt —(spag)
1 18.0 22.5 15.0 20.0 —3.5 11.B
2 16.2 22.5 4.5 9.5 T i1.8
3 18.0 22.5 15.0 22.0 —1.58 13.5
4 15.0 220 14.0 21.0 —2.0 14.0¢
Soma  63.2 85.5 58.5 82.5 —ii T =V 5.3 =W
Amgplitude 3.2=R, 2.7T=R,

Atividade = 729 do padrio
Brro de dosagem == -+ 6.3% do padrio
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PROVA DE PIROGENIO

Teste anwimal: Usam-se coelhos sadios, pesando 1.000 gramas
ou mais, mantidos, pelo menos, durante uma semana em dieta sem
carénecia e uniforme, e gue nic¢ tenham perdido pése durante éste
periodo. Os animais utilisados em provas de pirogénio podem ser
usados em testes subseqglientes, apds periodo de nfo menos que
Z diag. Em cada animal usado para prova, fazem-se 4 leituras
de temperatura retal, com intervalos de 2 horas, 1 a 3 dias antes
do uso. De modo semelhante, tiram-se as temperaturas retais dos
animais que ftenham side usados por periodo de 2 semanas. Em-
prega-se termdmetro clinico apds determinar o fempo necessirio
nara dar a ifemperatura maxima. Insere-se o termédmetro além do
esfincter interno, deixando-o durante fempo suficiente para dar a
temperatura maxima; nunca menos de 90 segundos. Alojam-zse 08
animais de prova em galolas individuals gue os abriguem de per-
turbactes tais que determinem excitacio. Deve-se tomar cuidados
especiais para evitar que os animais fiquem excitados no dia de
se tomar as temperaturas de contrile e no dia de prova. Man-
tdm-se o animais, durante todo tempo, em ambiente de umidade
e de temperatura uniformes (==5°C.).

Mareha do teste: Realisa-se a prova na mesma sala em que
o3 animais estfo alojados. Durante o tesie, mantém-se og animais
em alojamentos individuais, Suspende-se a alimentacfio, uma hora
antes de se tomar a primeira femperatura, ¢ néo se did mais ali-
mento até que se complete o dia de registro. TFaz-se contrdle de
temperatura na véspera da injecio do material de prova. Néo
se usam, na prova, animais cujas temperaturas de contréle sejam
de 38.8°C, ou inferior e de 89.9°C. ou superior. A temperatura
tomada no dia da prova constitul a normal do tesie animal, da
gual ealeula-se a subsegiiente elevacfio apds injecfio do material de
prova. Agquece-se a, aproximadamente, 37°C, o produto a ser exa-
minado e injetam-ge 2.000 unidades, por quile do coelhe, numa
veia da orelha, dentro dos 15 minutos que se seguem apds a leitura
da temperatura de contréle, no dia da prova. Obtém-se as 2.000
unidades, diluindo-se o material contende 4.000 unidades (ver
“Preparce da amostra™) com parte igual de dgua destilada e izenta
de pirogénio. Fazem-se registros de temperatura 1 hora apds a
injeclio e em cada hora subseqgiiente, até gue se facam 8 registros.
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Asg seringas e agulhas usadas para estas injecfes devem ser tra-
tadas de modo a se tornarem livres de pirogénio e, entfo, esterili-
zadas. {(Pode-ge obier seringas e agulhas isentas de pirogénio,
aguecendo-as em mufla a 250°C, pelo menos, durante 30 minutos).
Usam-s¢ 3 coelhos para cada teste, que é considerado positivo
guando 2 ou 8 animais revelarem aumento individual na tempe-
ratura, de 0.6°C. ou mais, acima da normal estabelecida para
cada um déstes animais. Se apenas gm animal demonstrar res-
posta positiva, de 0.86°C. ou mais, repefe-se a prova em 5 ountrog
coethos. O teste é considerado positivo se 2 ou mais déstes 5 ani-
mais revelarem aumento individual na temperatura de 0.6°C. ou
mais, acima da normal estabelecida para éstes animais.

PROVA DE INOCUIDADE

Nas provas para determinacfo da presenga de impurezas to-
xicas na penicilina sédica, injeta-se, na veia de 5 eamundongos pe-
sando 18-25 grs., em cada um, 0.5 cm® de solucdo contendo 4.000
unidades (ver “Preparo da amostra™). N&o deve ocorrer morte
dentro de 48 horas. Se um animal morrer, a prova deveri ser
repetida com camundongos nfio usados, pesando 20 grs. cada um,
e se todos animais sobreviverem apés a nova prova, o produto po-
-derd ser considerado satisfatério. Os camundongos podem nova-
mente ser usados em testes subseqgiientes.

DETERMINACAO DE UMIDADE

Coloca-se a amostra pesada sbbre P.0;, em desseecador a vécuo,
com menos de 1.0 mm de pressio, durante 72 horas, No fim déste
tempo, deixa-se enfrar ar s8c¢o no dessecador:; fecha-se imediata-
mente o frasco pesado e torna-ge o pesd.lo. Retorna-se a amostra
ao dessecador a vicuo, seca-se durante mailg 24 horas e pesa-se
outra vez. Esta dltima operacfo & repetida até que a perda de
péso, em pericdo de 24 horas, seja menos do que 0,5% do péso
oviginal da amostra.

PROVA DE ESTERILIDADE

_ A “Food and Drug Administration”, nos métodos revistos e
mimeografados em janeiro de 1945, nfo descreve a prova de este-
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rilidade, mencionando-a como “RESTRICTED”: entretante, em des-
crico anterior (1944) a F.D. A, refere-se ao uso da clarase a 4%,
para inativar a penicilina,

Clomo vimos em péginag anteriores, UNGAR 2%, nas provas ro-
tineiras de esterilidade, adicionava filtrado de cultura de B. sub-
tilis, contendo penicilinase, substincia que inativa a penicilina,

Ja referimos, também, que LIEBERMANN e oufros ¢ descreve-
ram um método de obtencio de penicilinase purificada gue era su-
perior 4 clarase usada por LAWRENCE %% em provas de esterilidade
da penieilina,

Hecentemente, Hickey, R. J. (Science, 1945, 101: 232-234) ve-
rificou gue o cloridrato de cisteina, em solucdo filirada em Seitz,
inativa a penicilina e sugeriu seu uso em provas rotineiras de este-
rilidade déste antibidtico.
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PENIGILLIN “ASSAY R
Nomographs for estimating Error of Assay  or or
(2 dose, 4 plate method. Ratio of doses 4:1) . Q¢

Ratio: Error of Assay/Potency -

i o o
4% A0 L010
a6 Lo22
14 .20 040
. .25 082
13 50 W00 080
B5 122
12

: L0 .80
i 40 A5 202
. .60 280
10 30 e e
48 422
: SO 50
.09 20 : B L5682
: B0 640
85 Lr22
08 S0 L8310
.85 902
1,00 1.000
07 66 3 1.05  1.102
§ 1,10 1,210
10 64 1,15 1,322
1.20  1.440
.06 8 1,25 1,562
1,30 1.5%0
62 © 1.35 .2
-1 1,40 1.960
05 1.45 2,102
. 80 1,50 2,250
1.55 2,402
4 | — 1.60 2,580
L — 53 ' 1.6 2.722
o 190 2,890
3 : 1.75 3,082
04 2 TR
o . +, B8 1.85  3.422
O = , 1.80 3,610
] 1,95 3,802
+ N 2,00 4,000
T > _ i 54 2,05 4,202
2,10 4,410
03 —— 2,15 4,822
2,20 4,840
1 : (ff 52 2,25 5,082
2,30 5,290
' _ +r z.35  5.522
*'—- : 2,40 5,760
.8 :) 50 2,45 5,002
= 2,50 8,250
: 2,55 6,502
.6 A . 2,60 6,760
: 8 2,65  7.022
02 U 2.70  7.290
' - 2,78 7.582
4 : 2,80 T.840
45 2.8% 8,122
2,90 8,410
.3 2,95  B,70%
. 3.00 5,000
45 B.05 9,802
. 4 3,10 9.510
.2 Legend 3,15 9.522
: 2.20 10,240
2,25 10,862
4 5,30 10.890
: 3,35 11,272
Rotic T w 3.40 11,560
%.45 11,302
. 3.50 12.250
5.55 12,802
ol 08 o . 40 3,60 12,080
i S } 3,458 13822
009 2,70 13,690
06 375 14,082
3,00 14,440
008 3.85 14,0822
3.90 18,216
& 15,802

'04 Bef
007 4,00 16,000

Note: Ry» Range of v
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VIiI

PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DA PENICILINA

”

A penieilina & poderosa substiincia antimierobiana que difere
dos antissépticos ou desinfetantes guimicos, pelo modo de sua acio.

(s antiseéplicos quimicos em geral agem como venenos cito-
plasméticos, destruindo, em concentraces adequadas, nio sé as
bactérias invasoras do organismo como, também, og préprios leu-
cocitos e outras células dos fecidos do hospedeiro,

A penieilina, pelo contrario, nfo é veneno protoplasmatico mas
exerce acfio antibacteriana afetando a atividade funcional de cer-
tog microrganismos. Determina certag mudancas morfoldgicas nos
germes sensiveis e interfere em seus processos metabdlicos nor-
malis, egpecialmente stbre a reproducio.

A achio antimicrobiana da penicilina é seletiva, manifestando-se,
principalmente, sdbre determinadas bactérias ¢ alguns protozodrios,
eomo o Treponema pallidum ¢ a Borrelia novyi., Ainda nio houve
demonstracio cabal de que a penieilina é fambém fungistitica ou
fungicida. '

A atividade avtibacteriana da penicilina, embora seletiva, abran.
ge ampla série de germes, cujos Hmites ainda nfo estdo perfeiia-
mente determinados. Sua maior eficiéncia & verificada com ag bac-
tériag Gram-positivas, quer aerébias, quer anaerébias.

Embora a maior parte dags Gram-negativas seia insensivel &
penicilina, no género Neigseria encontram-se 8 espéeies que se agru-
pam entre os germes mais sensiveis. Isto apresenta inferfsse es-
pecial por se tratar de trés coeos patogénicos:N. gonorrhoede {(go-
nococo), N. intracellularis (meningococo) e N. catarrhalis (micro-
coccus).

Entre as bactérias Gram-positivas aerdbias, no grupo dos €ocos
se incluem as mais sensiveis: estafilococos, esireptococes e pneu-
MOCOCOS.

Algumas divergéneias encontramos enire os autores quanto & -
sengibilidade ou insensibilidade & penicilina, de certas espécies mi-
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erobianas, em provas ora realizadas “in vitre” ora “in vitro” e
“in vivo™,

Para maior facilidade de andlise e de estudo, apresentamos, no
quadro I. a relacdio dos microrganismos sensiveis e insensiveis & peni-
cilina. Essa relacio enconiramos em publicaciio de “Abboit Re-
gearch Laboratories™ 8, em gue estiio indicadogy og autores que fize-
ram as referidas pesquisas e cujos trabalhos foram publicados de
1940 em diante.

MODO DE ACAO DA PENICILINA

Com relacfio aos agentes infecciosos que atacam ¢ organismo
humano, FINDLAY $¢ classifica os agentes gquimioterdpicos em indire-
tos e diretos,

Qs agenteg quimioterédpicos indiretos, conforme o nome indica,
exercem acio de forma indireta, deferminando mudancas fisicas que
podem impedir o crescimento dos germes que lhes sfo sensiveis,
Pertence a ésse caso, por exemplo, o mandelato de amébnio que, aci-
dificando a urina, é usado no tratamenio das bacteritrias. Além
dag modificacdes fisicas, os agenles indiretes podem estimular a for-
macio de anticorpos ou determinar alieracSes citoldgicas nos tecidos
locais, como acontece com as preparacgdes estrogénicas no tratamento
da vulvo-vaginite gonoet6eica infantil.

Os agentes quimioterdpicos diretos sfo os que exercem acfio por
contacto direto, face a face com os agentes infecciosos. Pertencem
a @sse grupo as sulfonamidas e a penicilina. Quanto ao seu me-
canismo de acflo podemos considerar 3 fases:

1.%  adsorcdo ou fixacio da droga pelc germe;

2.2 interferéncia sdbre ¢ metabolismo microbiano;

3.2 morte do germe ou comprometimento tal do agente pato-
génico que o mesmo é destruido pelos fagdeitos do hospedeire.

E fheilmente explicAvel a primeira fase, simplesmente fisica,
porque & peniciling ndo age 3 distincia, manifestando sdmente sua
atividade antibi6tica por contacto dirsto com os germes sensiveis.

A segunda fase ¢ muito mals inferessante; é fase biolbgica,
sbbre a qual faremos algumas consideragoes,
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QUADRO I

MICRORGANISMOS SENSIVEIS E INSENSIVEIS A PENICILINA

Germe Sensivel Inaensivel
ACLEROMYCES oo veeenn M- in vitra in vitro
clinicamente clinicamente
Aerobacter gerogenes ....... in vitre in vitro
............... e i vive
Baeillus antliveois ..o viane | oovmnsainnnanenreninaas elinfcamente
B. myecoldes . ............... i owitre ol eeeiieeaiaaio
B.osubtilis ... ... ..., S T PHF0
Borrelie movyi .. ..cvcuiaien, 2 S
Bor. recurrentis .......... e O N (O ‘e
Brucelly abortus ............ in vive . .
By, melitensis ............. . R vitro i vitroe
Clostridium bifermentans .. .. in vitro in vitre
CL botulinm o evvinnn.... e pitre i vikre
CL chauvoer ................ n pitre in witro
Cl. histolyticum ............ i vitro in vitro
CL wovyd ........ e . n owitre ] .. .
Cl. perfringens (Cl welchii) . movitro 1 Lo, e
fmowlve T ... .
Cl. sepbicstm .oovivenvennns . L R .
L R O
CL o Bebtmi . vreeeersnann B B -
ClL tetonomorphume . ..o ..., wovitro | (L., R, .
Cl. tyroSTnOGengs ....oresn o Wwopitre e
{Cl. sporogenes} 9 pitro n vitre
Grupo coli-tiftes  ........ cane
Corynebacterium genes ...... |+ i witro
C. diphtherite . ..ovvvvve, | mrrrimrrciiii i n vitre
Cryptococens howinds ....... wmovdtre L

Diplococous preumoniae .....

Eberthelln typhost .........

FEnterococcus
FEscherichia coli

Hemophilus mfluenzee ......

(B, Pfeiffer)

in witro

i vitre

in vitre e in wivo, Tipo I
@ pve, Tipo II

% vive, Tipe I, II, III
eultura de tecido

m vitro

i witro

in pitro
in vitro
W vivo
clinicamente
in vitro
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Quabro I (econt.)

Germe Sensivel Insensivel

H, pertussis ...ovvviiirereen i witro

Virus da influenze PR, 8.... et cesaaeeraees i vitroe
Klebsielle pneumoniae ...... in vitre in vitro

(B, friedigenderi) M wvo
Leetobacillus ..o oee. in wvitro
Leptospira  icterohaemorrho- W vitro

FHLE. i e e eeaeees in wivo
Listerella ......ociiieivensn in vitro
Mierocoeons flavus . ..., .. in witre

M. lysodeilticus ........... in witro
Mowniliq albicans ...........
Blowndlie. candida . ...ov.vu. in vitre
Monilia krusel ... ..oiveun
Mycobacterium tuberculosis . in vitre n vive

Neisseria cotarrhalis ....... i vitro

N. gonorrRoefe ....oeveeen, i witro T T
clinicamente ey

N. dmtracellularis ... ..... in witro
clinicamente e

Virus da ornithosis ....co... in vive e e,

Pasteurella cuniculicide .,.. | i vitro in vitro

(P, lepiseplica)}

Poopestles Lo iiiieiienionns in witro in vitro

Plasmodium velichum ...vea. ettt eeaieerareares in vive

Po w00 i e e b i e i clinjeaments

Profeus vulgaris .....eevvis | 0 witro in witro
elinicamente

Pgendomonns ceruginese . ... i vitre in vitro

elinicaments
i vitre

Ps, Fluorescens  ........u..s

N e R N

Salmonells ... ... ..., in wive
S. enteritidig (S. goertneri) . i witro 1 vitre
i vitro in vitro
S, poratyphi
8. schottmuelleri ... ..., in witro in vitro e i vive
8. typhimuriwom ... .. m witro in vitre e in ypive
(8. aertrycke)
Serratic mareeseens ....... in vitro
{B. prodigiosusj
Shigella dysenterice ........ in vitrg in vitro
in vitre e in Tive
S, paradysenterige ... o0 . in wvitro i vitve

(B, fleanert)
S, BOMNET i inen s i vitro i vitre
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Quapre I (econt.)

Germe Sensivel Insensivel
Spirillyum minyus  ........ ‘es in witro e esabrrraa e
Staphyloeoccous albus ... .. . n vive in vttre
Staphylococeus oureus ..... . i vitre i vitre, £ Yaes
M ovitro e in vive | ..., e
in vive b ... e .
eultura de tecidde |} ... . o0l .
ciinicamente b L. .iiiiiienn .
Streptococens bovis ... ..... inoeitro b e .
Str. dUT@RE v vii i cnaes f et i, o vitro
Str. equinus  .............. in witre b e
Str. faccalis ... .. . i ] e i n vitro
...................... in pive
..................... cultura de tecido
Str. lactis . oveieiiinien.. in viltre in vitro
Str, Hguefaciens ... ] oo ee in witro
Streptococcus (nio hemolitico) | clinicamente clinicamente
Str. pyogenss  ............. m o viEre b e ves
(Str. hemolyticus) movive b . s
celtura de tecido } ... ... ... .
clinicamente .. .. ... N
Str, salivarius (Str. viridens) in vitre clinicamente
A I S ]
. cultura de tecido  } ceee--- N
Towoplosme ... .. ...... B et in vive
Treponema poallidum ....... clinleamente 000 ] .eieeeirraasines .
Trypanosoma ePuzi . ..vviae 1 viineiiiinns P, n vive
Toequiperdum .. ... oo ] in wivo
Tolewisi ..o in vive
T. rhodesiense ,.......... B in vive
Typhus vicketisioe ......... LY R S T R .
Vibric comma  .ooovviiun.. . 1 S SO e

INTERFERENCIA S6BRE 0 METABOLISMO MICROBIANC

A penicilina nfio é antisséptico e nfio exerce acdo bactericida
direta, embora seu poder bacteriostdtico para os estreptococos e

estafilococos seja tdo grande ou maior do que o dos mais poderosos

antizsépticos conhecidos.

A penicilina, ao contrario das sulfonamidas, é mui pouco in-

fluenciada pelo ntmero de bactérias presentes,

11

pois, diluida a
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1:1.000.000 ainda impede eompletamente a multiplicacsio de virios
milhdes de estafilococos ou estrepiococos, por centimetro ciibico de
meio.

A atividade da sulfanilamida s6bre 8sses germes é incompard-
velmente menor,

Em provas bacteriogtaticas que fizemos eom o Streptococeus
pyogenes verificamos ser 8le 56 inibido em melo contendo, no mini-
mo, sulfanilamida em concentracfio de 1:2.000. Ewm concentracdo
a 1:20.000 o estreptococo cresceu bem, tanto em caldo glicosado
como em caldo comum.

Essa grande diferenca de atividade pode ser explivada pela
intereferéneia de metabolitos essenciais ac crescimento bacteriano
presentes nos meios de cultura, conforme as observacdes de RUBBO
e GILLESPIE 26, Verificaram que o &4cido p-aminchenzdico é mals
do que um metabélito essencial; & fator de crescimento bacteriano
que deve estar presente no meic de cultura para gue se dé o cresci-
mento de certos germes.

Verificaram, também, que uma parte do acido para-amincbeu-
zbico & suficiente para impedir a acfio bacteriostitica de 26.000 par-
tes, em péso, de sulfanilamida,

O aeido para-nitrobenzéico, a p-amincbenzamida e a procaina séo
igualmente ativos como fatéres de crescimento e como agentes antis-
stlfamidicos,

Estes fatos podem ser facilmente observados com o Clostridium
tcetobutyricum, bactéria usada na p=rodug§,d industrial do 4lcool bu-
tilico e acetona, por fermentagfio, e que exige tracos de 4cido D&
nobenzdico para que se dé o seu crescimento em meio de eultyra de
composicdo quimica definida, isto &, meio sintético.

Muito interessante € a semelhanca de férmula estrutural entre
a sulfamilamida e os varios compostos que impedem sua acéio bacte-
riostatiea.

/\SOOH

Pl 4cido p-amincbenzdico

N,

COOH
/ N .
i 4cido p-nitrebenzéico

\/}\?{)3

//\\%0 NI,

| p-aminchenzosuifamida

N\ NH,
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Segundo FILDES 8, o icido p-aminobenzdico, metabélito essencial
da baectéria, estd normalmente associado a uma enzima, e, a sulfa-
nilamida, sendo estruturalmenie semelhante a éle, & capaz, em con-
centracio suficiente, de deslocar o dcido p-aminobenzéico da enzima
e paralisar esta linha essencial de metabolismo.

Sob éste ponto de vista, a sensibilidade de um germe & sulfani-
lamida dependeria, pelo mencs em parte, da sua capacidade de sin-
tetizar, mais ou menog rapidamente, o Acido p-aminobenzdico. Um
germe cuja capacidade de sintese do referido 4cido é pequena seria
mais sensivel do que um de grande poder. De modo semelhante,
elevado ntimero de bactérias serd menos afetado por determinada
concentraco de sulfanilamida do que pequeno nimero.

A presenga ou nio de acfo inibidora fornar.se-ia questiio de
propor¢io entre a sulfanilamida e o acido p-aminobenzdico, afetan-
do as enzimas de cada célula microbjana. Falam a favor desta
hipbtege de FILDES numerosas experiéneias “in vitro™ ¢ “in vivo™.
Para nfo nos estendermos demais, citaremos apenas as experiéncias
de SELBIE 266 gque verificou o antagonismo “in vive” destas subs-
tdncias, pela morte de camundongos por infecelio estreptocdeica, em
presenca de dose curativa de sulfanilamida, quando era também adi-
cionado o acido p-aminohenzéico,

Com a penicilina, provavelmente, verifica-se fenémenoc seme-
Thante. N&o é o dcido p-aminobenzdico que a inativa, porém, outras
substéncias de constifnicfo ainda nfo definida, produzidas também
por bactérias. Tais substincias que descrevemos ao tratarmos dos
inativadores da penicilina sfo: a clarase, descrita por LAWRENCE *%
e a penicilinase produzida pela Fscherichia coli !l e pelo B. sublilis 285
Podemos comparar a penicilinase, em relacfio A penicilina, com ©
acido p-aminohenzéico, em relaclo & sylfanilamida,

Com efeito, a aclo inibidora da penicilina pelo menos, em ré-
lacho ao B. sublilis, dependeria da malor ou meneor capacidade de
producio da penicilinase por éste germe, Falam a favor desta nos-
sa hipétese: 1.9) a grande sensibilidade, igual & do Stephylococcus
aureus H, & penicilina, de uma raca de B. subtilis usada por FOSTER
¢ WOODRUFF 197 para dosagem déste antibidtico;

2.°) a pequena sensibilidade, menor do que a do St. aureus H,
de outra raca de B. subtilis que experiméniamoes e & qual ja nos
referimos a0 tratarmoes doz méfodos de dosagem;

3.9Y  a absoluta resisténeia de uma terceira raca de B. subtilis,
usada por UNGAR 2%, para preparar a penicilinase com o fim de
inativar a penicilina, nas provas de esterilidade desta substincia.
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Depreende-se déstes fatos que a maicr ou menor sensibilidade
déste germe estaria dependendo da sua capacidade de produzir pe-
nicilinase. ‘

Nio ha, entrefanto, estudos suficientes gue nog permitam con-
cluir degsa forms em relacfo aog outrog germes.

Quando se tornar conhecida a estrufurs quimica da peniecili-
nase ou da clarase, como se conhece a do acido p-aminobenzdico, fa-
zendo provas “in vitro”, usando meio de eomposicido quimica defi-
nida e provas “in vive”, poderemos sondar melthor 8sse Interessante
e ainda misterioso mecanismo de aclo antibiftica,

Visto, désse modo, o mecanismo de a¢fio bacterio-inibidora da
sulfanilamida e da penicilina, passemos a analisar os efeitos da acfo
antibidtica, ou melhor, as propriedades antibacterianag da penicilina,

ALTERACORES DA MORFOLOGIA B DIVISAO DAS BACTERIAS

Interessantes estudos sébre as alteracfes morfolégicas dag cé-
lulas bacterianas podem ser feitos em meios contendo concentragtes
de penicilina menores do que as necessarias para inibir totalmente
0 creseimento das mesmas,

(GJARDNER 112 verificou gque a penicilina, em concentracio & a
80 vézes menor do que a necessdria para inifbir ¢ crescimente de
germes em forma de bacilos, produz alteracio notivel na gua mor-
fologia, alteraciio que parece ser, principalmente, devida & impos-
sibilidade de divisde. Observou, ao microsedpio, que a maior parte
désses bacilos eresce, assumindo a forma de filamentos, mails longos
muitas vézes que a bactéria normal. Esses filamentos nio sfo geg-
mentados, pois, o crescimento se realiza sem conseqiiente diviséo e
separacho.

SMITH e HAY 208 fizeram observacBes com o Staphylococcus
ourens e notaram aumento no tamanho dag célulag que cresciam em
caldo-coracio contendo 0,88 miligrama de penicilina por ems. O
exame em ldminas, destas culturas, revelou presenca de peguenas
massas de material granuloso, substinecias protoplasmdticay liber-
tadas pela ruptura da parede celular,

Os estafilococos revelaram entumecimentos esféricos e divisdo
incompleta. Os estreptococos apresentavam divisfo incompleta e
fambém pieomoi‘fismo caracterisado pela presenca de cadeias mais
longas, assim como formeas em fuso e outras.
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E possivel gue a penicilina exerca aclio sdbre & parede celular
ou interfira na assimilacio de um ou mais fatdres necessarios ao
crescimento para a ativa diviso da célula em desenvolvimento. 288

Adicionando-se 4 suspenstes densas de Staphylococcus ouyeus
concentracdes muitas vézes malores do que ésseg autores usaram,

nfo ge observa entumecimento nem lise dag c¢éluias.

ABRAHAM e colaboradores %, pelo exame microsedpico, observa-
ram alteracdes gue indicavam perturbagdes na divislo das bacté-
rias submetidas & acle de dilnicdes de penicilina muito maiores que
as inibidoras do crescimento,

PROPRIEDADES ANTIBACTERIANAS

FLEMING %, no seu {rabalho original, com relaciic 3 inibicio das
baetérias, atribuiu & penicilina ag seguintes propriedades: baecterio-
iiticas, bacteriogtaticas e baciericidas,

Muita divida tem surgide sdbre as propriedades antibacteria-
nas da penicilina, considerando-a alguns simplesmente bacteriostd-
tica, onuiros apenas bactericida e, ferceiros, bacteriolitica. Analise-
mos o problema. '

PROPRIEDADE BACTERICLITICA

FLEMING *% referindo-se A& propriedade baeteriolitica disse o
seguinte: “Se o cogumelo tiver crescido em meio s6lido e a masaa
com aspecto de felfro £0r extraida em solucio salina normal, du-
rante 24 horas, verificar-ze-4 que ésie extrate feria propriedades
bacterioliticas. Se 8ste extrato f6r misturado com suspensiio densa
de estafilococos e incubado duranie 2 horas a 45°C, ver-se-4 que a
opacidade da suspensio ficard nitidamente diminuida e, depols de
24 horas, a suspensfe, antes opaca, estard quase limpida™.

Como vemos, nio fol com ¢ liquido de culiura ative que FLE-
MING 8z a experiéncia, mas com um extrato do micélio do P. nota-
fum: além disso, trabalhou em temperatura de 45°C., ao invés de
850.379C,, em que sge melhor o bacteriéfago de d’Hérelle ¢ gue
é a temperatura 6tima de crescimento do estafilococo.

Mesmo excluindo a hipéiese da presenea, no extrato usado por
FLEMING, de cutras substiincias, como a notatina, e admitindo-gse
somente a existéncia da penicilina, o fendmeno sofrido pelog estafi-
lococos ndo deve ter passado de fendmeno de autdlise dog corpos
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bacterianos em condictes de meio desfavoravel e, principalmente,
em temperatura elevada, disgenética para o germe experimentado.

Com efeito, nas varias vizes em que fizemos a dosagem da pe-
nieilina pelo métedo das diluiefes seriadas, em caldo, usando o Sto-
phiylococous aureus como germe de prova, pudemos verificar o se-
guinte: 1.°) apds 24 heras de incubacio a 87°C,, o caldo claro dos
primeiros tubos, em que havia penicilina em malor concentracio,
transplantado para meio novo, néo revelou crescimento, indicando
que o germe féra destruido;

2% o caldo de tubos ssguintes, em que o teor de penicilina
era menor, fambém nfo apresentava turvacio; entretanto, sendo
transferido para novo caldo, produzia turvacéo, reveladora de que
tivera seu crescimento inibide mas ainda mantinha sua vitalidade.

Podemos concluir, entfo, que a peniciiina em concentraches
fortes & bactericida, e, em concentragdes fracas, é bacteriost&tlca,
apenas impedindo o crescimento da bactéria,

PROPRIEDADES BACTERIOSTATICA E BACTERICIDA

HonnY e colaboradores 14 fizeram provag com estreptococos
hemoliticos e verificaram que g peniciling pode agir fanto eomo
bactericida quantc como bacteriostitica, dependendo {mnicamente
das condicbes experimentais, pordm nfdoc observaram lise désses
germes.

Notaram que sua atividade antibacteriana era bem acentuada
guando o germe gensivel estava em multiplicagdo, a 37°C.. - A 18°C,.
temperatura em que a multiplicacio do germe é lenta, a penicilina
manifestava acio moderada. A 4°C. nfo hkavia reproducéo bacte-
riana ¢ a penicilina ndo revelava acfo bactericida nem bacterios-
tatica.

HOBBY e colaboradores 14 obtiveram um sal de antimbnic da
penicilina, do qual 0,08 microgramsa inibiam o crescimento de
2.000.000 a 4.000.000 de estreptococos. ’

Qs numerosos salg obfidos da penicilina como os de sédio,
céleio, bério, estroncio e amdnio, parecem possuir a mesma a¢ao
bacteriostatica “in vitro”. Isso indica que a parte ativa reside
tinicamente na peniciling livre, ou no anion des sais, funcionandoe a
substincia ativa como &cido orgénico. Com os sais de mercario,
o poder antimicrobiano depende do género. Assim, siio mais ativos,
em ordem decrescente, o bicloreto, bromate e o cidneto de mercirio.
Entre os sais de mercirio, sfo mais ativos os de maior grau de dis-
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sociacio. Hstes possuem aclo aniisséptica nas diluicbes a 1:10.600
e 1:30.000, estando muito aquem da atividade da penicilina, que
impede o creseimento do Staphylococcus aurens mesmo em diluicdo
a 1:25.0060.000, considerando-se uma preparacio gue contenha 500
unidades,/mgt.

Adicionando-se peniciling 4 uma eulfura, nem sempre se obiém
esterilizacfio do meio. HOBBY e colaboradores 144 verificaram que
diminui acentuadamente o nimerc de germes vivos; observaram
que, # medida que o tempo aumenta em proporcio aritmética, .o
niimero de bactériag sobreviventes & acio da penicilina diminui em
proporcio geométrica. O logaritmo do nimerc de bactérigs sobre-
viventes forma uma linha reta em relacio ao tempo, até 99% de
germes serem destruidos, apés o que poderd haver esterilizacfo do
meio ou dar-se novamente o creseimento do germe. Verificaram,
ainda, por provas “in vitro™, que a penicilina destréi mais rapida-
mente os pneumococos (o que os estreptococos e que 8stes sdo des-
truidos em menor tempo do que os estafilococos.

RAMMELRAMP e KEEFFER %37 também verificaram, por provas
“in vitro™ que ha diferencas de sensibilidade entre os estreptococos
hemoliticos e os estafilococos; 0,0089 Unidade Oxford foi suficiente
parai matar 1000 a J00000 estreptococos hemoliticos, enquanto
para esterilizar quantidades semelhantes de estafilococos era pre-
cizso cérea de 0,03 Unidades Oxford.

Embora quase todos os estafilococos, sem distingfo de espécie,
tipo ou raca, apresentem aproximadamente o mesmo grau de sen-
gibilidade & penicilina, encontram-se, ocasionalmente, racas quase
insensiveis %,

RBAMMELKAMP e MAXON 287 fizeram provas “in vitro™ com 28
racas de eshafilococog e verificaram que eram necsssiriag 0,02 a
0,35 unidades de peniciling para matar 1,000 a 30.000 células déstes
germes.

A sensibilidade de ouiras bactériag 3 penicilina poderd ser
analisada no guadro II, que reproduzimos de ABRAWAM e colabora-
dores 2, Estes pesquisadores, apés terem feito estudos comparativos
entre as caracteristicas da acfio antibacteriana da penicilina e das
sulfonamidas sbbre og estreptococos ¢ estafilococos, chegaram ag se-
guintes conclusdes:

“1.2y O poder bacleriostitico da P contrg estreptococos e es-
tafilococog é muito malor que o das sulfonamidas, mesmo gquando
estas substincias sfo pesquisadas sob condigbes 6timas (inoculagio



UADRO 1T

DILUICOES DE PENICILINA NAS QUAIS FORAM OBSERVADOS DIVERS0S EFEITOS INIBIDORES

DilnigGes nas quals fol observada

. . N.o de inibicfio
Espécies bacterianas racas Ohservactes
Completa Parcial Nula
N. gonorrhoeas (*} ........ 6 2.000.000 | 2.000.000 §j 2,000,000} ...,
N. meningitidis ............ 1 1.000.000 | 2.000.000 | £.000.000 ... ...
Staph. aureus ............. 4 1.000.0060 | 2.000.000 | 4.000.000% ... .. .
Strep, pyogenes ............ 3 1.000.000 | 2.000.000 | 4.000.000 ...
B. anthyacizs ... .......... i 1.060.000 § 2.000.000 } 4.000.000F L. ..
A. bovig (hominis) ......... 1 L.000.600 1 2. 0600.000 | 4.000.000 | Culturas profundas em dgar glieozado, agitadas
ClL tetant {2)y ............. 1 1.090.900 - e Limite naoc observado
€1 owelehii ... ol 1 1.500.000 — — Limite nic observado
ClLoseptique ... 0. i 1 300.0001 1.500.000! 7.500.000] Foram usadas dilnices quintuplas
Cl. oedematiens . ........... 1 300,000 — 1.506.000 | Inoculacio de esporos
Strep. viridans (*)  ........ 2 825,000 o 3.125.000 | Ver, porédm, outras racas abaixo
Pneumoeoceus (2) .. ....... € 250,000 500.000 F 1.000.000 | 3 do tipoe I; 1 de cada um dos tipos: TH, VIT ¢ IX.
Guase completa a 500.000
C. diphteriae (mitis) ....... 1 125,000 — 625.000 | Diluighes infermedidrias nie pesguisadas
C. diphteriae (gravis) ...... 1 32.000 54.000 wgoeey L .
S ghrtneri ... 1 20.000 40.000 80.000 | ...
S otyphi . 2 16.000 30,000 80.000 1 Registrado o mals alte dog dois resultades
Pneumococcus (2} ....... ... 3 6.000 - 27.000 ; Tipos I, VII e XTX
Streplococcus anaerébio (=) . 1 4,000 3.000 .00 Ll
Proteus ... ..ol 3 4.000 32.000 60,000 | Registrads a melhor raga. As outras, 4 vézes menos
. sensivels

Strept. viridans {2y ... ..... 1 4.000 8,000 18,0008 .
Past. pestis  ......... ... ... 2 1.600 160,000 BOG.O00 | Inibicio parcial entre 1.000 e 100.000
S, typhimuarinm ..., .. 1 1.0060 8. 000 16.900 | Parcial 1.000 a 8.0060
8. paratyphi B. ............ 2 1.600 5.000 10.000 ! Pavcial 1.080 a 5.000
Bact. dysenteriae Shiga . 1 2.000 4.000 go00 .
Br. abortus  ........ ... ... 1 2,000 40060 8000 .
Br. melitensis ..., .. ... 1 1.000 2,500 W00 e
Strept. anaerdbio .......... i 4.500 4.000 4.000¢ L.
V. cholerae ......... ... ... i 1.4060 1.000 2000
Bact.eol ........ .. ... ... 5 1.400 1.900 1.900 | Uma raga mostrou completa a 200, nula a 400
Bact. friediinderi .......... 1 1.600 1.000 .o b L. Canean
Ps. pyoevanea  ...........-- 2 1.000 1.4600 .acly ..
Myeoh, tuberculosiz . ....... 1 1.500 1,000 1.000 | Ver texto
L. icterchaemorrhagiae ..... ' 1 3.600 ] - 3.800 8.860 { NEHo foram pesquisadas diluiches menores:

{*} Outra variedade s5 fol inibida até 32,000,
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pequena, meiog isentos de peptona ete.); as solucBes aguosas sa-
turadas de sulfapiridinag e sulfatiazol néeo produzem inibicfo com-
pleta em placa, enquanto a peniciling a 1:500.000 produoz aprecidvel
zona clara;

2.2 a2 acdo da penicilina sdbre osg estreptococos e estafilo-
cocos, contrariamente & das sulforamidas, sofre apenas infludneia
minima do nlmero de bactérias a serem inibidas: mesmo quando
o8 melos de cultura s8o inoculados com virjos mithfes de estafilo-
cocos e estreptococos por em?, a multiplicaciio déstes germes pode
ser completamente inibida pela penicilina, em concentracio téo baixa
come 1:1.000.000; com quantidades menores de inoceulum da-se
inibicfio com diluigfes, ainda, maiores; esta propriedade da penici-
lira é de grande importdneia para o tratamento das feridas com in-
fecedo macica, nas quais os medicamentos sulfonamidicog possuem
apenas pequena acio favordvel; ‘

3.9} o poder bacteriostatico da penicilina contra estreptococos
e estafilococos ndo sofre aclio antagbnica aprecidvel por parte de
produtos da degradaco hidrolitica das proteinas, ou de produtes da
autélise tissular ou pus, substincias estas que anulam completamente
a acio bacteriostédtica dos medicamentos sulfonamidicos “in vitro”;
isso &, também, de grande importincia para o tratamento de feridas
supuradas, possibilitande o tratamento eficaz das infecedes nag suais
hi abundante producfo de pus™.

Apds o estudo das propriedades bacteriostaticas e bactericidas
da penicilina, e de suas caracteristicas de acfio antibacteriana, po-
demos concluir que a aplicacio pritica dessa substincia antibidtica
apresenta sua maior importancia em miercbiologia e em terapéutica.

O emprégo da penicilina em terapéutica constifui capitulo es-
pecial déste trabalho, pelo que analisaremos agora tfo sdomente sua
importincia e suas aplicacbes em microbiclogia.

DEMONSTRAGCAO DE INIBICOES BACTERIANAS

Interessantes demonstracbes de inibiclo bacteriana, pela peni.
cilina, foram relatadas por FLEMING ?%.  Este pesquisador, tratando
com penicilina metade de uma placa de cultura e semeando em t0da
sua superficie material de nasofaringe em estado catarral, verificou
gue nao é raro encontrar numa dag metades da placa, culiurag puras
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de pneumococos e de estreptococos e, na ouira que confem penicili-
na, cultura pura do bacilo de Pfeiffer,

Depreende-se désge fato a possibilidade de isclamento facil do
Hemophilus influenzae de materials contendo outras bactérias peni-
cilino-sengiveis,

£ sabide gue de materials ricog em bacilos de Pfeiffer se con-
segue separar 8ste germe dos cocos Gram-positivoes, fazendo-se di-
luicBes elevadas que permitam o crescimenio de eolénias bem iso-
ladas. Quando, porém, o H. influenzae se encontra em nmdmero re-
duzido, o isolamento é bastante dificil, pois, ndo se podendo diluir
muito o material e crescendo as coldnias désse germe muito proxi-
mas dos estreptococes e pneumococos sofrem, pelo menos, inibiclo
parcial no seu erescimento.

Outro exemplo interessantissimo referido por FrEMING ®2 & o
da inibicde do Staphylococcus ewreus em presenca do B, violaceus,
insensivel & penicilina. Estas duas bactérias, que sfio bastante
coloridas foram semeadas numa placa em que crescéra uma colénia
do cogumelo (P. notafum) e produzira penicilina. Semeando-se as
bactérias coloridas por estria, até a colénia do fungo, verifica-se
que préximo a esta Ultima s6 cresce a bactéria de edr violeta (B.
violecens) visto que ¢ estafilococo & inibido pela penicilina. Num
ponto mais distante do cogumelo, o Staphylococcus aureus crescerd
apresentando seu pigmento amarelo e inibindo completamente o B.
violaceus, Nestas condicbes, semeando-se mistura dessas bactérias,
consegue-ge obter as culturas puras, em pontog diferenfes da placa ¥,

A curiosidade cientifica de FLEMING *2 nfio se deteve al; tendo
colocado um papel branco sobre a placa semeada nas condigbes des-
critas, verificon que ¢ meio nutritive infiltrava-se no papel e per-
mitia o crescimento das bactérias na superficie. Dessa forma via-se
sbbre o fundo branco do papel, as edres lindas das bactérias pigmen-
tadas. Conseguiu ainda, apds esterilisar o papel com vapores de
formeol, monta-lo sébre um cartfo como amostra permanente,

FLEMING 8¢ empregou também a penicilina para demonstrar o
antagonismo bacteriano entre o estreptococo e o V. cholerae, Se-
meou em placa uma mistura dos dois germes e espalhou penicilina
86 numa metade da placa. Em contato com a penicilina o estrepto-
coco ndo cresceu, achando-se o V. cholerge em cultura pura. Na
outra metade o vibrifio colérico foi inibido pelo estreptococo que
se achava, por sua vez, em cultura pura.



PENICILINA — ESTUDO GERAL E TERAPEUTICA 177

Désses exemplos é facil deduzir a importéneia da penicilina no
egtudo do antagonismo entre as bactérias, desde gue wma das es-
péeies antagdnicag seja penicilino-sensivel.

ISOLAMENTO DE BACTERIAS

Desde a descoberta de FLEMING 2 penicilina vem sendo usada
para o isolamento de numerosas bactérias. O advento da penicilina,
antes de depdr nag méos do clinico uma poderosa arma terapdutica,
trouxe ao bacteriologista preciosissimo meio de isolamenio de muitas
bactérias,

O processo descrito por FLEMING 88 para o isolamento do Hemo-
phillus influenzae constitui a primeira aplicacfio pratica da peni-
cilina. Para o isolamento de bactériag nio é necessiric usi-la pu-
rificada, pois, a penicilina bruta, que pode ser facilmente obtiida
em caldo comum, di o6timos resultados,

FLEMING ¥ ugou g penicilina bruta para inibir o crescimento
de baetériag que The sfo sensiveis e pode isolar as menos sensiveis
ou insensiveis.

" () processo simples que empregou consiste em espalhar V a VII
gdtas de peniciiina s6bre metade do meio de cultura em placa, pré-
viamente semeado pela maneira habitual.

Este processo apresenta vantagens sébre a incorporacfio da
penicilina ac meio {de forma a fer concentracio homogénea), por-
que permite obter, na placa, vma Area em que hi acfo intensa da
penicilina e onde 36 crescem germes a ela insensiveis; uma zona de
transicio, onde a penicilina se difunde menos e na qual crescem 08
germes pouco sensiveis; e, finalmente, nma drea livre de penieilina,
onde ge desenvolvem as bactériags muito sensivels,

Grande grupo de bactérias resistentes & penicilina apresenta
inibicio no erescimento em placas de Adgar, nag quais se adicionou
telurito de potissio na diluiefio a 1:20.000.

Fato interessantissimo, demonstrado por TFLEMING ®, é gue
nuymerosas bactérias sensivels 4 penicilina sfo insensiveis ao telu-
rite de potdssio e vice-versa, como mosira o quadro IIL

O uso combinado da penieilina e do telurito torna-se, diante
disso, indicado para o isolamento de bactérias insensiveis as duas
substineias, como o Streptococcus foecalis (enterococo), fungos,
leveduras e algumas racas de B. eoli e Proteus, Potb esse meio nfo
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se consegue isolar a N. gonorrhoece, sensivel tanto & penicilina como
a0 telurito.

Quanro ¥II

Sensivel +

Microrganismo
penicilina telurito

Staphyloecccus ... ..ol
Streptococeus haemolyiic ..........

T virtdans ..., ...,
Pneamoeoeenls ..., .. iieann
Enteroccocts .. ..o i
(GONOLOCETS v ov v i v ien s an st
Meningoeocetus ...... . iiiiainnn
M. catarrhalis .. ... ... . . o
M, flavus .. o
B, diphtherice ... ... ... .. . ...
Y ogeidophilits .. ool
nFRTOets e i,
IMFHEERZAE . .o i i s
PAYEEFIROBUS  © o e i e

=+t ottt

+-

”

y
+
+ o o+

2]

POTTUSRIE .. viviiirnrie ey
FPROSUE L e
paratyphosus ... e iana
Tooullerumn L.l
COll e e
Friedlinder (K. pneumonice)

PUOCHEAROUS o vv e e ine e nrenes
PROLEUE L e e
V. cholerme ... ..o
Shiga ...........
Flexner .........
subiilis ... ... s
PROEGIOSUS . e

[+

I+

B, dysenieriae s[
i

OGOOQOQQE}G’DGGO&CPw
R T S

ISCLAMBENTO DE HEMOPHILIUS
Hemophilus influenzae — FLEMING ¢ MC LEAN 5% gemearam ma-
terial de garganta de 25 enfermeiras, em resguardo por influenza,
em placas de Agar-sangue fervido e, espalhando sbbre metade de

cada placa II ou IV gotas de penicilina bruta, conseguivam isolar
o bacilo de Pfeiffer, em 28 casos.
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Usando placas com o mesmo meio, porém, sem penicilina, e
semeando-as com o0s mesmos materiais 8§ conseguiram isolar o refe-
rido germe em 8 casos. KEsta diferenca de resultados se explica
pelo fato de o Hemophilus influenzae nfo ser inibido pela penicilina
e encontrar-se, nas vias respiratdrias, freqiientemente assoeiado a
estreptococos, preumococos, estafilococos e N, cafarrhalis.

Lembremos, de passagem, gque muitos cccog Gram-negatives en-
econtrados na boca e na garganta sfo inteiramente insensivels &
penicilina,

BuxBauUM e FIEGOLI ¥¢ adicionaram 109% de penicilina bruta ao
Agar-sangue, para isolamento do H. influenzee, em 6% casos de la-
ringite chstrutiva. A penicilina em caldo foi filtrada em vealg Ber-
kefeld N ¢ usada na diluicAo que impedia o crescimento de 1 mifh&o
de St. oureus em 10 em?. de caldo, em 24 horas. Compararam 8sse
meio com 0 Agar-sangte sem penicilina e o dgar-sangue com oleato
de s6dio 0,1%, como recomendou Avery em 1921, para o isclamento
do H. influenzae. Os resultados foram os seguintes:

Placas com peni-| Placas com oleato| Placas de agar-
eilina de zédic sangue
i !
N % Ne oL 9% R
! ;
H. influenzoe — -
euftura pura 22 37,2 % 9,1 0 ]
H. influenzue e 5 =
1 outro germe 34 57,2 32 58,2 8 24,2
H, mfluenzae o < | .
£ outros germes 3 | 5,1 18 32,7 25 75,2
|
TOTAIS 59 3 108,0 55 100,0 33 160,0
i
Hemophilus pertussis — MACLEAN 3¢ obteve hons resultados

usando placas com penicilina para isolamento do bacilo de Bordet
e Gengou de material de individuos eom ecoqueluche,

Tomando 50 placas semeadas com o referido material no ate
da tosse, espalhou em metade de cada placa algumas gdtas de peni-
cilina bruta. 47 placas foram positivas no lado da penicilina e
somente 38 no outro. -

Colhendo, porém, o material do faringe logo apds o fossir, ¢
gsemeando em placas, verificou 75% a 805 de resultados positivos
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nas que continham penicilina e apenas 10% npas que nfo a conti~
nham. Nog dois processos de colhelta de material, o emprégo da
penicilina permitiu semeadura mais densa porque as coloniag dos
estreptococos e estafilococos ficaram muito reduzidas.

Hemophilus ducreyi — NEGRONI, BALIRA e JACHESKY #0% con.
seguiram Isola-lo de um casc de cancro-mole, semeando o material,
em placas, no seguinte meio adicionado de penicilina: caldo com 3%
de dgar, 30% de sangue desfibrinado de coelhe, 3% de hidrolisado
de caseina e 8% de levedura de cerveja, hidrolisada (fatdres de
crescimento). Sobre cada placa verteram VI gétes de penicilina
bruta com titulo aproximado de 30 Unidades Oxford por cm?., Nas
placas de contréle, sem penicilina, houve desenvolvimento abundan-
te da flora saprdfita, gue nfo permitiu isclar o bacilo de Ducrey.

Bste bacilo é penicilino-resistente, propriedade gue permite seu
facil cultivo e assegura o diagndstico nos casos duvidosos,

TROLAMENTO DO CORYNEBACTERIUM ACNES

CRADDOCK ¥ conseguiu obter, invariavelmente, culturas puras
do bacilo do acne (do grupo difterdide) isentas de estafilococos,
semeando material de pastulas (22 casos) e lesdes do acne (25 casos)
em caldo giicosado, com penicilina bruta. As culturas foram feitas
em condiclies de anaerobiose, pela seguinte técnica: deixou-se fer-
ver os tubos de caldo glicosado (pH 8.0) para eliminar os gasss;
uma vez resfriados, foram semeados e adicionados de concentracio
duas vézes mals que a necessiria para inibir o crescimento dos
estafilococos (esta concentracfio foi determinada por pi*évia titu-
lagdo) ; em seguida, junfou-se acs fubog vaselina estéril, aquecida,
para formar sdbre o caldo camada de 0,5 a 1,0 centimetro de altura
e incubou-ge og mesmos a 37°C; apds 60 horas de incubag&o, nestas
condicles de anaerobiose, havia visivel crescimento do bacilo, e,
depois de 4 dias, abundanie. Por 8ste méiodo, o bacilo do acne
foi isclado em cultura pura em tbédas as 47 amostras de material
cothido de pustulas de acne e de eravos, ao passo que, usando caldo
sem penicilina, 34 amostras deram crescimento do bacilo conjunta-
mente com estafilococos.

IBOLAMENTO DE LISTERELILA

FoLEY, ErsTEIN e Lg%, estudando 7 amostras de Listerella,
verificaram que cresciam bem em meios contendo conceniracio de
penicilina 40 vézes maior do que g necesiria para inibir completa-
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mente o erescimento de oufras bactériaz Gram-positivas, como es-
treptococos, estafilococos o pneumoeoco tipo L

Diante déstes resultados, cremos oportunce sugerir ¢ usc de
placas de Agar-extrato de figado, adicionado de penicilina, para o
isolamento désfes germes exigentes,

IBSOLAMENTO DE RESTREPTOCOCOS

BORNSTEIN 5%, usando caldo glicosado a 1% com penieilina, con-
gegniu separar nitidamente todas as espéeies dog grupos enterocéd-
cico e lactico ({clasgificacfiio de Sherman) de todos os outros es-
treptococos.

Qs germes foram semeados em tubos contendo 5 cm?® de caldo
glicosado adicionados de II gbtas de penicilina bruta, filtrada em
Seitz, dosando 8 ynidades por cm?® e incubados durante 24 horas,

As provas foram feitas com 27 euliuras de enterococos, sende
10 Streptococcus foecalin, 8 Streptococeus liguefaciens, 4 Strepto-
coceus zymogenes e B Streplococcus durans., Todas estas culturas
do grupo enterocicico mostraram-se uniformemente vesistentes a
penicilina.

Mostraram-se também resistentes, crescendo bem no meic com
penicilina, 6 culturas de Streplococeus lactis. Por ocufre lade, as
18 eulturas do grupo “viridans” examinadas, incluindo as espécies
Streptococcus bowvis, Str. equinus e Str. salivering, itbdas foram
igualmente inibidas pela penicilina,

Depreende-se dessas pesquisas que a verificaciio de sensibilidade
ou insensibilidade & penicilina é de grande importdneia na classifi.
cacfio dog estreptococos,

PURIFICACAO DA POLPA VACINICA

Como é& gabido, uma dag malores dificuldades na preparacio da
polpa varilica é eliminar a grande guantidade de bactérias de con-
taminacdio, constituida, principalmente, por cocos Gram-positivos.
Tédas as tentativag de eliminar, por completo, tais bacterias, sem
alterar a atividade do virug varidlice, foram infrutiferas. O pro-
cesse que tem sido mais usado é a conservaclo da polpa vacinica
durante longo tempo {6 meses ou mais) a — 10°C,

Recentemente, MIRANDA 20¢ gugeriu a associa¢ho penicilina —
_ glicerina como processo corrente de purificacfio da vacina varidlica.
(Observou que a penicilina adicionada a polpa vacinica faz desapa-
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recer 05 cocos que a contaminam, enquanto s glicerina tem acio,
sobretudo, contra as formas bacilares. Deixou em contacto, du-
rante 30 dias em cdmara frigorifica, mistura de uma parte de
polpa com outra de 2/8 de glicerina e 1/8 de penicilina (goluco
contendo 25 Unidades Oxford por em?). Fazendo provas em coe-
lhos, verificou que a polpa assim tratada conservou, integralmente,
o poder vacinante,

RIVAROLA 243 adicionou & polpa vaciniea glicerinada, penicilina
bruta e verificou grande reducio do nimero de bactérias de conta-
minaco, apds 8 a 15 dias de contacto, Em seu trabalho, publicado
logo apoés o de MIRANDA #0¢, sugeriu, também o emprégo da penici-
lina para o purificacfo da polpa vacinica por ter verificado que é
processo rapido, eficiente e guc conserva as propriedades do virus
variélico.
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ESTUDO FARMACOLOGICO DA PENICILINA

PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

FLOREY * estudon as propriedades farmacolégicas da penicilina
a clagsificou, como mais importantes, as seguintes:

1)  aungéncia de toxicidade para camundongos e cutros animais;

2} os leuctHeitos e culturas de fecides nfo sdo afetados por
concentracdes de penieilina algumas centenas de vézes malores do
gue a necessiria para impedir o crescimento bacteriano;

3) a atividade da penicilina nfo é afetada pelo pus, sangue
ou produtos da autdlise de tecidos morios;

4) sua atividade é pouco influenciada pelo nimero de bacté-
riag presentes;

5) é absorvida apés injecBo nos miasculos ou sob a pele e
pelo intestino delgado;

6) nio pode ser dada pelo estdmago, devido & presenca do
acido; nem pela bexiga, pela presenca de bactérias que a degtrdem;

7y é mul rapidamente excretada pela urina, por isso devem ser
administradas doses grandes e fregiientes; & também excretada
pela bile.

FLOREY ** chama a atenclo para os pontes 3 e 4 gue mostram
nitide contraste com as snifonamidas.

E muito importante que a penicilina fenha pequenc efeito
sbbre os leucdcitos, poeis, deixa lvre a atividade fagocitiria, que
aumenta a capacidade do organismo no combate & infeccéo.

TOXICIDADE DA PENICILINA BRUTA

Os primeiros estudos stbre a toxicidade da penicilina foram
feitos por FLEMING % em preparacles brutas, nio purificadas.

Observou que a toxicidade, para animais, de filtrados de caldo
de cultnra de P. notetwm, forfemente antibacteriancs, parece ser

12
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muito baixa. 20 cm?® injetados por via endovenosa em coelho nae
foram maig téxicos do que igual guantidade de caldo.

Meio em?® injetado por via intraperitonial em camundongo pe-
sando cérea de 20 grs. ndo provocou sintdmas toxicos.

A drrigacado constante de grandes superficies infectadas, no
homem, nio delerminou nenhum sintoma téxico e a irrigacdo da
conjuntiva humana, de hora em hora, durante um dia, no pro-
duzin efeito irritante. '

Verificou, também, que a penieiling bruta, gque inibe completa-~
mente o crescimenfo de estafilococcos em diluicdo a 1:600, nio in-
terfere com a funcio leucocitdria de maneira mais intensa do que
o caldo comum.

ROBINSON 247 estudou a toxicidade e a eficidneis da penicilina,
em eamundonges. Verificou gue a penicilina bruta é t6xica quando
administrada pela vela em dose de ¢.5, 1.0, 1.5 e 2.0 cm® por quilo
de animal. .

O3 pesquisadores de Oxford ¥ estudaram a acfo téxica da peni-
cilina e verificaram que as preparacbes brutas contém impurezas,
inclusive uma substincia pirogénica que podia ser removida por
tratamento adeguado.

TOXICIDADE DA PENICILINA PURIFICADA

ABRAHAM e colaboradores ®, usando preparacdes parcialmente
purificadas, verificaram que a dose toxica para camundongos era
de 50.000 Unidades Florey por quilo. IFLOREY e JENNINGS®T em-
pregando preparacio mais pura de penicilina, cbservaram gque néo
zra téxica quando administrada na veia de camundongos na dose
de 375.000 Unidades Florey por quilo.

RopinsoN 7 ugsando penicilina purificada, verificou ser incom-
pardvelmente menos téxica do que a bruta, injetando na veia de
camundongos 600,000 Unidades Florey, por quilo de péso do animal,
sem observar efeitos letais. .

Por via subcuténea, 3,2 gramas por quilo ji éram letais; porém,
administrando metade desta dose (1,6 gramas) didriamente, duran-
te 5 dias, ndo observou fendmenos téxicos. ROBINSON relatou que a
ddse téxica de peniciling bruta & 64 vézes major que a dose ativa
determinada por injecio subcuténea, em camundongos. Como
vemos, &sses estudos experimentais indicam que a peniciling purifi-
cada nio produz fendmenos téxicos, mesmo em doses elevadas. As
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divergéncias de resultadog enfre os pesquisadores depende dos
sais de penicilina usados e do grau de pureza dos mesmos.

Estudo comparativo rigoroso sé é possivel usando-se os sais de
penicilina e com grau de pureza determinado pelo nfimero de Uni-
dades Oxford por miligrama. % sabido que, quanto malis pura for
uma preparacio de penicilina, tanto mais ativa e menos toxieca
Serd. ;

HAMRE e colaboradores'® pesquisaram a toxicidade, em ani-
mais de laboratério, da penicilina preparada para uso clinico. Ve-
rificaram que a dose letal intravenosa para o camundongo branco
era do cérea de 90,000 unidades (1 gr.) por quilo de pésc corporal,
nsando uma preparacio contendo 90 unidades por miligrama. Em-
pregando, porém, preparacio mais purificada, contendo 500 uni-
dades por miligrama, observaram que 250.000 unidades (0,5 gr.)
por quilo deferminavam apenag ligeira reaco.

Os resultados de TIAMRE ¢ colaboradores ¥ confirmam que 2
purificacio remove as substéncias responsiveis pela aclo téxica das
preparaces impuras ou brutas.

Referem que, em geral, cérea de 100.000 unidades (1 gr.) da
preparacio impura por quilo de péso corporal eram téxicas para
eamundongos, coelhos e cobalos, injetados por via endovenosga. A
administracfio subcutdnea em animais, de 7.000 a 12.000 unidades
por quile, duranie variog dias ou semanas, deferminou reacles
acentuadas no local da injecfo. Fstas reacbes consistiam em edema
dos teecidos subcutineos, infiltracio de mondcitos e leucdeitos poli-
morfo-nucleares e destruicdoc do tecido muscular, tanto de camun-
dongog eomo de coelhos ou de cobaios. Em alguns animais aparece-~
ram também fendmenos hemorrigices. Devemos notar, entretanto,
que as doses usadas nestas experiénciag sfo, proporcionalmente ao
péso, muito maiores do que ag usadas, com sucesso, em casos clini-
cos. Empregando, em proporcio ac péso, as meamas doses usadas
em casos humanos, HAMRE e colaboradores '2® nfio verificaram efei-
tos toxicos ou morte dos cobaios injetados.

KrEFER e colaboradores ¥ apds estudo de 500 casos de in-
feceBes tratadas com penicilina, referindo-ge 3 toxicidade dessa
substanecia disseram: “One of the remarkable features of penieillin
is itg relatively low toxicity and the extremely low incidence of
reactions of a2 sysiemic nature. This iz all the more remarkable
in view of the fact that the material that is available for clinical
festing at present is perhaps not more than 10-15 per cent pure
penicillin®. '
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Asg manifestaces toxicas encontradas entre os 500 pacientes
tratados foram: 5 de febre, 12 de calafriog e febre, 14 de urticé-
ria e 19 de fromboflebite no lceal da injecdo. Em alguns casos apa-
receram atagques de =oluco, dores de eabeca, rubor na face, picadas
nos testiculos e dbres nos musculos. Estes sintomas, entretanto,
duraram somente alguns minutos e desapareceram espontidnesn-
mente. As partidas de peniciling de malor purezs nio determina-
ram tais reactes toxieas,

Praticamente todos os pesquisadores sfo de opinifio que o8 sin-
tomas téxicos encontrados sfo atribuiveis ao pirogénio ou outras
impurezas uma vez que, com as preparacles de peniciling tliima-
mente purificadas, a maior parte dos sinfomas se tornou menos
freqiiente ou desaparecen completamente.

Dawson e HoBBRY ™, apds estydo elinico de 100 casos, con-
cluiram que & penicilina é completamente destituida de efeitos téxi-
cos em eoncentraches muito além das necessirias para fins tera-
péuticos. Verificaram, também, que a administracdo prolongada
nio determina aparecimento de gualquer infolerdncia ou sensibi-
lidade.

HERRELL %7, am seus casos eclinicos, ndo observou efeitos toxicos
pelo uso da penicilina e opineu que a trombose das veias, a febre e
a irritacio local sfo determinadas por impurezas da preparacéo
de penicilina e pela existéneia de pirogénio na agua.

Ao contrario do que tem acontecido com o uso das sulfonamidas
ou arsfenamina, a administracio da pericilina parece nfo afetar
os rinsg, figado, medula éssea ou cérebre, ndc Observou reacdes
cutiineas, excepto 1 caso em gue houve urticiria.

PRIEST 222 administrou 500.000 unidades de penicilina pura em
100 ecm?® de dgua, em 80 minutos, por via endovenosa, e 40.000 uni-
dades em 5 em?® de solucfio salina, por via intratecal, sem reacdo
visivel,

Do mesmo modo, a administracio de 1.000.000 de unidades d=
um sal de céleio, por via endovenosa, em periodo de 7 dias, niic
determinou reacfes t6xicas. Concluiu gue a penicilina pura é inteua
mesmo em grandes doses terapéuticas.

GARROD 1'%, tendo estudado as propriedades da penicilina e sua
atividade terapéutica, chegou & conclusfio de que: “a penicilina com-
bing seu enorme poder antisséptico com um tal grau de ausé@neia
de toxicidade para mamiferos que, mil v8zes a coneentracio necessa-
ria para acio terapéutica pode ser introduzida no sangue, sem efeito
maléfico”,
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Diante dessas observacles podemos considerar a penicilina pura
como destituida de efeitos {oxices. Observe-se, porém, que os efei-
tos téxicos de certas preparacbes de penicilinag sfio devidos, prinei-
palmente, se nfo totalmente, & presenca de impurezas e pirogénio.
Os sinais de infolevAncia, antes chservados, praticamente desapare-
ceram com o emprégo atual da peniciling purificada.

TOXICIDADE DOS BATS DA PENICILINA

Hospy, MEYER e CHAFFEE 14¥ verificaram gue o sal de s6dio da
penicilina injetado na veia de camundongoes era muito menos téxico
ue o de amdnio. Este, entrefanto, ndo produzis fenbdmenos téxi-
cos quando aplicado diretamente no 6lho humane cu nas culturas
de tecidos. ,

CHAIN 45 acha que o sal de bario é indeuo e satisfatério para
administra¢do terapéutica. Por diversas vézes experimentamos,
para uso local, um sal de bario por nds preparado e nfo foram obser-
vados efeitos irritantes, mesmo gquando aplicado na conjuntiva hu-
mana. Achamos, entretanto, que o sal de bario da penicilina, em-
hora mais estavel gue o de s6dio, néo deve ser usado em terapdutica
por via parenteral. Os conhecidos efeitos excitantes e nefastog do
bario =0bre as fibras dos musculos lisos e estriades, especialmente
sébre as fibras musculares do coracfio, sfo suficientes para proscre-
verem o uso do sal de bario em administracio parenteral.

FLOREY ¢ JENNINGE ¥ haviam observado que o sal de caleio da
penicilina era téxico para camundonges, quando injetado por via
endovenosa ou subcutinea. FLOREY ¢ FLOREY ¥, porém, preferiram
o sal de caleio ao de sdédio para a aplicaciio local em virtude da
grande higroscopicidade déste Gltimo.

Posteriormente, HERRELL ¢ NICHOLS ¥ observaram que o sal de
cdlcio da penicilina podia sger usado, sem inconvenientes, em tera-
péutica. Verificaram que a dose minima leial do sal de céleio para
camundongos era de 200.000 Unidades Oxford por quilo de péso
corporal, quando injetado na veia e 500, 000 por quilo, quando admi-
nigtrado subcutineamente.

{AYORGY e BLMES 1 fizeram experiéncias em camundongos com
sal de caleio contendo 230 unidades por miligrama. Injetaram, por
via inframuscular e intraperitonial, soluclio aguosa do sal de céleio
em doses, proporcionalmente, 50 vézes majores que a usada em casgos
humanos e ndo observaram fendémenos Irritativos ou toxicos.
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Verificaram tolerdncia em casos humanos 4s doses de 169.000
e 400,000 unidades do sal de calcic em solucio aquosa, injetada
gota a gbta, na veia, durante perfodo de 24 horas. Do mesmo modo,
foram toleradas 6 a 8 injecles intramusculares de 5.000 a 20.000
unidades em volumes de 1 a 8 em?® de 4gua.

HERRELL **7 empregoll, em casos humanos, um sal de ealeio, por
via intramusgeular, em doses de 11.000 unidades em 10 em?® de solu-
cdo isotdnica de cloreto de sédio, cada 3 horas, e nfio verificou sinals
de irritacic dos tecidos,

WELCH e outros *%5 observaram que a toxidez aguda da penici-
lina varia, conforme os produfos comerciais. Coneluiu, entretanto,
que ¢ sal de cdlcio da penicilina é muite mais toxico que o de sédio.

WEeLCH e colaboradores %5 estudaram, comparativamente, a to-
xicidade relativa de 6 zais da penicilina. Um déles, o de céleio, foi
obtido de um produto comercial: porém, os oufres cineo: sddio,
amonio, estrdncio, potissio e magnésio, foram obtidos de uma tinica
partida de penicilina. Em experiéncias feitas, em camundongos de
20 gramas, verificaram que a acho tdéxica désses sais ¢, primaria-
mente, devida aos cafions (metais) usados na preparacio. Ba-
geando-se no titule em unidades por miligrama de cada sal e no
teor do cation presente, chegaram &s seguintes coneclustes:

A toxicidade relativa, baseada em miligramas do eation na dose
letal, do sal de penicilina, foi, em ordem crescente a seguinte; sédio,
estréneio, ambnio, caleio, potassio e magnésin, Nas mesmas con-
diedes, a toxicidade relativa dos acetatos déstes sais foi em ordem
crescente & seguinte: Na, 8r, NH,, ¥, Ca ¢ Mg.

Os autores, baseando-gse em miliequivalentes do cation usado na
preparacio désses sails, verificaram que a sua relativa toxidade era,
em ordem crescenfe, a gseguinte: sddio, aménio, estroncio, cilclo,
magnésio ¢ potassio.

PUTNAM ¢ WELCH 2%% trataram 35 paeientes eom gonorréia sul-
fonamido-resistente, empregando para cada 5 pacientey um dos sete
saiz de penicilina (s6dio, litio, amodnio, estrénelo, cdleio, magnésio e
potéssio). Todos os doentes foram curados, com provas de cultura
negativas nos 1.2, 3.9 e 5.2 dias apés o tratamento.

Apenas uma preparacio (sal de amdnio) produziu dér intensa
por injecdo intramuscular. Egta preparac@o, em coniraste com os
outros 6 sais estudados, produziu reaclo hemorrigica em coelhos
injetados, intradérmicamente, em conecentrscio de 6.000 unidades
ou mais,
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Ag injecbes na nadega produziam menos d6r comparada com as
feitas no deltéide ou no triceps.

TOXICIDADE DOS ESTHRES DA PENICILINA

MEeYER, HOBRY ¢ DAWSON %7 gbtiveram os ésteres etil e n-butil
da penicilina e demonstraram, por provas em camundonges, que,
embora ativos, eram duas a trés vézes mais téxicos que a peni-
cilina.

Por via subcuténesa, a dose toxica estd muito acima da dose
terapéutica. Por administracfio oral a dose terapéutica se aproxima
muito da téxiea.

TOXICIDADE SOBRE CELULAS B TECIDOS

Os pesquisadores de Oxford? fizeram estudos minueciosos a
respeito da aclo téxica da penicilina s6bre as eélujas. Empre-
gando-a purificada, fizeram estudos comparative entre ela e ou-
tras substincias, stbhre os leuwcdeitos humanos “in vitro”,

Na diluicdo a 1:100, a penicilina produziu morte dog leucdeitos
imediatamente; a 1:250, mais de 50% déles zobreviveram por 24
horas (tempo méiximo em que foram observados) ; diluida a 1:500,
03 lenedeitos se apresentaram em condicdes idénticas as dos de con-
tréle.

Usando sulfanilamida a 1:500, os leucdeitos apresentaram, 2
horas apés, inibicio dos movimentos, com apenas ligeira emisséo de
pseudépodos; a 1:100 os leucdeifos permaneceram vivos, porém,
menos ativos que og de contrdle. Resultados semelhantes obtiveram
com a sulfacetamida sédica “Albueid” nas diluigfes a 1:500 e a
1:1.000; entretante, a 1:100 os leucdeitos morreram imediata-
mente,

A proflavina mostrou-ge muito mais téxica, pois, na concentra-
cio a 1:20.000 determinou morte dos gléhulos brancos do sangue
imediatamente, e, ap6s 2 horas, na diluicdo a 1:50.000.

Estas provas demonsiram que a penicilina é menos toxica do
gue as sulfonamidas para os leucdcitos. Estas em diluicio a 1:500,
embora nioc impecam completamente a acfo dos leucdeitos, nio se
comparam & penicilina quanto & atividade antimicrobiana.

FLOREY e JENNINGS ¥ verificaram que os leucdeitos humanos
sobrevivem apés confacto de 1 hora em sgolucio de penicilina a 1%,
contendo 240 unidades por miligrama.

ABRAHAM e colaboradores ® estudaram, também, a aclo da peni-
cilina sbbre os fibroblastos em eultura de tecido. Verificaram gue
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a penicilina purificada diluida a 1:860 inibis totalmente ¢ cresci-
mento destas células; a 1:1.600 houve ainda aclo féxica mas, ¢
crescimento diminuiu e cessou apds 24 horas de incubacho. Os
fibroblastos submetidos 4 aclo, durante 48 horas, da penicilina a
1:1.600 voltaram ao seu crescimento e atividades normais apds
3 a 4 passagens em meio de culturas normal. Para se obzervar isto
com a proflavina era preciso dilui-la a 1:250¢.000.

Os macrdfagos do cangue de galinha sofreram reducfo nas mito-
ses em presenca da peniciling diluida a 1:500; essas células apre-
sentaram também alteracfes morfolégicas que desapareciam ao re-
tornar os macrdfagos ao bro fresco. Na diluicfio a 1:200 a penici-
lina inibia, completamente, o fendmeno da divisde direta dos ma-
créfagos.

Fizeram, ainda, inoeulacfes intracisternais de penicilina purifi-
cada, em coelhos e verificaram, apds 8§ dias, por autbpsia, que as
meninges désses animais permaneciam normais, nfo revelando sinais
de inflamacio ou de quaisquer lesfes.

Os pesquisadores de Oxford 2, baseados nesses estudos, conelui-
ram que & penicilina purificada é indeua para os tecidos, podendo ser
aplicada em uso local, mesme em solucles muito conceniradas.

CORNMAN %, estudando a acfo da penicilina bruta sdbre células
normais e de tumores malignos, verificou efeito deletério sdbre célu-
las sarcomatosas, pelo antibidtico, em concentracio 2 a 3 vézes me-
nor do que a necessaria para as células normais. As culturas de
células sarcomatosas gue sofreram alteracdes por acfio da penicilina
nfio mals produziram tumores apds serem implantadas em ratos ou
em camundongos. LEWIS ', enfrefanto, usando penieilina purifi-
cada, nfo observon qualquer retardamento no ereseimento de enxer-
tos de sarcoma, em camundongos.

Na Faculdade de Medicing da Universidade de Sao Paulo, os
Drs. ORLANDO AIDAR & CONSTANTING MIGNONE # est8o estudando a
acdo da penicilina, aplicada localmente, sdbre as fibras nervosas
periféricas. Operaram dois lofes de coelhos, um em condicbes as-
sépticas e outro infectado por Staphylococcus aureus. Ambos foram
divididos em 2 grupos: um tratado e outro ndo tratado pelo antibié-
tico. O estudo que ji fizeram do material dos animais operados
assépticamente (16 coelhos), revelou absoluta inecuidade da peniei-
lina, em concentracio de 250 Unidades Oxford por em?, sdbre as
fibras nervosag periféricas, guer normais, quer em regenerac¢io,
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HERRELL ¢ HEILMAN 3% fizeram estudos comparativog do poder
bactericida e da toxicidade da gramicidina, tirctricina e peniciling
s6bre as edlulas dos ginglios Hnfaticos de mamiferos, em eulturas de
tecidos. Verificaram ser a tivoeidina mais téxica que a gramicidira
sdbre as referidas células, possuindo, também, maior poder bacteri-
cida. Nas mesmas condicdes a penicilina mostrou-se 10 vézes menos
téxica do que a gramicidina e revelou maior poder haetericida sdbre
o Diplococcus pnewmonice, Staphylococcus aureus e Streptococcus
pYOFEnes.

A penicilina e a gramicidina agem sdbre as bactérias, tanto em
meios simples como em meios com cultura de tecidos.

HERRELL ¢ HEILMAXN 13 verificaram que sic compariveis ag ati-
vidades aniibacterianag, s6bre os cocos Gram-positivos, da penicili-
na e da gramicidina, nos meios em que ha cuitura de tecidos,

Nio nos devemos esguecer, entretanto, de que a penicilina mos-
trou-se 10 vézes menos toxica ™ e ndo possui propriedade hemoli-
tica 180,

ACAO SOBRE 08 APARELIIOS CIRCULATORIO. E RESPIRATGRIOC

CHAIN e colaboradores ® fizeram experidncias em gatos e veri-
ficaram que 40 miligramas de penicilina nfo exerciam gualguer in-
fluéneia s6bre a respiracio, pressfio sanguinea ou batimentos car-
diacos. Fazendo a perfusfe do coraclo isolado do zato, em soluclo
de Ringer-Locke, contendo 1:5.000 de peniciilina, observaram pro-
gressiva lentiddo dos movimentos, durante 15 minutos; a atividade
do coracfio, em perfusdo, vollou ao normal em scluclo pura de
Ringer-Locke.

VIEIRA DA ROCHA 2, em sua Dbrithante fese de doutoramento,
apresentou interessantissimo estudo experimental electrocardiogra-
fico das injecHes endovenosas de penicilina em coelhos. Foram as
seguintes as conclustes tiradag:

“1.%) no estudo electrocardiografico a freqiiéncia dos ciclos fol
relativamente maior nos animais anestesiados que nos animais nor-
maig, exceto durante og acidentes de inibicio respirat6ria, quando
aparecia uma bradicardia sinusal; _

2.9) apés a administracio de doses elevadas de penieiling,
tanto nos anestesiados como nos ndo anestesiados, apareceu uma leve
bradicardia que, alids, nio foi constante, sendo sempre transitéria
e gem maiores conseqiiéneiasg;
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3.°) mnos animals em que havia um {ipico sofrimento do fun-
clonamento cardiaco, apés ou durante as sincopes respiratérias, a
adminigtragio de grandes doses de penicilina nfo agravou éste
-estado;

4.3 os coelhos que receberam, durante varios dias, doses ele-
vadas de penicilina, apresentaram electrocardiogramas compariveis
aqueles obtidos quando éste tratamento ainda nfio féra feito, nos
coethos submetidos ao éter, fora dos acidenfes respiratérios: as mo-
dificacbes electrocardiograficas nao foram, portanto, irremissivels e
ndo dependeram da acio da penicilina;

5.9} pelas experiéncias que relatamos, acreditamos que, em
coracbes com electrocardiogramas normalis, e mesmo naqueles em
que as lesGes sejam minimas, estamos autorizados a empregar doses
elevadas de penicilina sem receio de que, por si s6, possa esta
substincia determinar alteractes do trabalho intimo da fibra do
miocardio®,

ABSORCAO E ELIMINACAO DA PENICILINA

A penicilina, que & muito soldvel em veicule aquoso, é facilmen-
te absorvida pelo organismo e também rapidamente e¢liminada
pela urina. Nao é totalmente eliminada pela urina, seja gqual for
a via de administracio. Embora ocorra perda de penicilina inje-
tada, nfo se sabe, ainda, se ela sofre alguma transformacio durante
sua passagem pelo organismo. 0s pesquisadores de Oxford recupe-
raram a penicilina, da wvrina, verificaram que possuia elevado titulo
antibacteriano, e a injetaram novamente em pacientes, sem reacio
toxica e com acdo terapéutica. E interessante notar que a penici-
lna, sendo injetada sob a forma impura (contende pirogénio),
quando recuperada pela urina apbs passagem pelo organismo,apre-
senta-se livre desta Impureza. Cérca de 58 a 60% da penicilina in-
jetada no homem pode ser recuperada pels urina 3,

ABRAHAM e colaboradores?, estudande comparativamente a
absorcédo e a excregéo' da penicilina em ecoelhos, gatos e homens,

verificaram gue o5 coelhos se comportavam diferentemente. A
administracio endovenosa de 400 unidades de peniciling, em coetho,
nio demonstrou atividade no sangue, apés 14 hora, enqguanto que,
em gato, com dose igual, o sangue mostrou-se ativo, pelo menos, du-
rante 1 e 14 horas,
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Apés a administragio por via duodenal, o sangue néoc se mos-
trou ativo e a urina muito pouco; no gato, porém, a atividade no
gangue pbde ser demonstrada, havendo, também, eliminaciio con-
siderdvel pela urina. Os pesguisadores de Oxford acham que o
mecanismo de absorcdo e eliminacdo da penicilina, no homem, pa-
rece mais semelhante ao do gato.

Num paciente com blenorragia aguda, que tratamos ecom
peniciling sédica, fizemos dosagens no sbro sanguines e na uri-
na, para verificar o tempo de sua permanéncia na corrente san-
guinea e de sua eliminacfio por via renal. Retiramos, cada vesz,
2 em?® de sangue, nos seguintes tempos: 1.2 colheits, 16 hora antes
da administracfo endovenosa de 10.000 Ulnidades Oxford, a 2.2,
3.2 ¢ 4.2 colheitas de sangue foram feitas, respectivamente, 15 minu-
toz, 1 hora e 2 horas apds a injeclo endovenosa, Usamos para estas
dosagens o método das diluicbes seriadag (processo de Fleming).
Os resuitados foram os seguintes: o séro do sangue colhido antes da
administracfo da penicilina (contrdle prévio) comportou-se como o
testemunha positivoe, que eontinha s6 meio adicionado de germe
{Staphylococens aurens )., A dosagem no s6ro do sangue eolhido
apbs 15 minutos revelou inibicio folal do estafilcocee na diluigdo
a 1:5; inibicio parcial a 1:10, e, a 1:20 comportou-gse como o tes-
temunha.

Nas dosagens do material colhido apdés 1 e 2 horas nio verifi-
eamos sinais de inibicflo, mesmo em diluicdo baixa, a 1:5,

O sal sodico da penicilina administrada foi diluido em solucfo
fisiolégica de eloreto de sidio de modo g eonter 10.000 Unidades
Oxford em volume de 2 cm?,

Fizemos o contrdle da atividade da penicilina imediatamente
antes de injetar a goluclo. Previstos 8sges cuidados téenicos pude-
mos ¢oncluir que, no casc estudado, a maior parte da penicilina desa-
pareceu da corrente sanguinea com rapidez extraordindria, Conside-
rando-se ¢ volume total do sangue do paciente como sendo 5.000 cm?,
injetando 10.000 unidades deveriamos, tedoricamente, enconirar ime-
diatamente apds, 2 unidades por centimetro ecibico.- A dosagem
apbés 15 minutos (feita no séro sanguineo) revelou atividade apenas
igual a 1/10 de unidade; isto significa que, apdés 15 minutos, apenas
1/20 da penicilina injetads permanece neo sangue circulante.

Observamos a eliminacfo renal dosando a penicilina na urina,
pelo mesmo processo. A urina (cérea de 50 em?) foi refrigerada
e filtrada em vela, logo apds a colheita. A dosagem feita imediata-~
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mente apds a filtracho revelou presenca de 16 unidades po¥ em?®,
O paciente recebeu durante o tratamento 100.000 unidades, em doses
de 10.000, sendo que as que se seguiram & primeira foram admi-
nistradas por via intramuscular., Depois de 8 horas da tltima dose
cothemos novamente cérea de 100 ¢m? de urina e, dosando a ativi-
dade, verificamos que apresentava inibicfio total na diluicfio a 1:80,
o gue representava 1.6 Unidades Oxford por cm?®,

RAMMELKAMP e KEEFER %7 fizeram estudos sbbre a absorcéio,
distribuicfio e eliminacio da penicilina no organismo. Verificaram
que a inoculacfio intravenosa determina concentracfio inicial elevada
no plasma, seguida de queda répida, tendo encontrado tracos de pe-
nicilina no s6re, 3 a 210 minutos apds a administracio. A penici-
lina é rapidamente absorvida quando administrada por via intra-
muscular e fambém rapidamente eliminada pela urina.

Por via subcutfnea a ahsoredo é mais lenta, acontecendo o mes-
mo com & eliminacio renal,

Esses autores ** verificaram que a média de eliminacéio urina-
ria é de BR9% da dose administrada.

Por via intestinal a penieilina & ripidamente absorvida no
duodeno, porém, pouco por via oral cu retsl. A eliminacio pela
urina é muito pequena apds a administraco desta subsi8ncia por
vig oral, duocdenal ou retal.

RaMmeLxamMP e KEEFER %2 nido encontraram penicilina no -
quido cefalorraquidiano, na saliva e nas lagrimas, apés inoculacdo de
pacientes por via endovenosa, .

A penicilina injetada por via raquidiana é absorvida e poste-
riormente eliminada, guer em pessoas normais, quer em doenies
com meningite #4,  Apbz 2 administracio de 5.000 a 10.000 unida-
des de penicilina em individuos normais a absorcio e & eliminacio
pela uring sfo lentas. A dose de 10.0060 unidades determina au-
mento da pressio do liguor, com cefaléia; entretanto, a dose de
5.000 apenas provoca ligeiro mal estar. Pelo contrario, em indi-
viduoz com meningite as doses de 8.000 & 10,000 ynidades nio pro-
vocam qualguer perturbacho, sendo a absorcio e a eliminacfo ra-
pidas 254,

RAMMELEAMP e HELM 7 verificaram que, apds administracio
de penicilina por via endovenosa, no homem, hi eliminacic dessa
substdneia pela bile, s vézes em concentraces mals elevadas do
que no sangue. Este fato indica o uso da peniellina no tratamento
de infeccles das vias biliares por germes penicilino-sensfveis.
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Esses aufores, em suas experiéncias, usaram a penicilina sédiea
diluida em solucdo fisiolégica de modo a conter 1.000 unidades por
cm?® Cada paciente recebeu 20.000 unidades por via endovenosa.
Verificaram gue a saliva, a bile e o sueo entérico nfio inativam a
penicilina. O suco gdstrico, obtido de pessoas normais, Ihe destréi
a atividade. Acham que a acdo inativante do suco gistrico é prova-
velmente devida ao acido néle presente.

ABBORCAO POR ViA ORAL

FRER e colaboradores ™ verificaram que a administracdo con-
junta de bicarbonato de s6dio podia diminuir a quantidade de peni-
ciling destruida no tracto gastrintestinal, Administraram a trés
individuos, por via oral, 100.000 Unidades Oxford. A preparacio
usada fol solugiico de penicilina sédica contendo 500 unidades por
miligrama. Verificaram que 8 a 33% da penicilina ingerida era
eliminada pela urina. O maximoe de excreglo oceorreu durante a
primeira hora apés a administracio e a peniciling ndo mais era en-
contrada na urina no fim de 6 horas.

Verificando por &sses resultados gue a penicilina era parcial-
mente absorvida, fizeram novas provas, administrando, por via oral,
100,000 unidades com 10 gramas de biearbonate de sddip. Num
dos 3 casos estudados a quantidade de penicilina excretada era, apro-
ximadamente, metade da eliminada apds ingestio isolada, enguanto
nos dois outros casos a excrecfio era apenas 20 a 25% malor do
gue quando a penicilina era tomada com bicarbonato de sédio. De
duas maneiras os autores procuraram explicar a diminuicio do
coeficiente de excrecfio renal apbés administracio da penicilina, por
via oral, com bicarbonato de sddio. A primeira explicacio era que
pedia haver suficiente diminuicio de atividade da substincia no
estémago. Fala a favor desta hipéiese o fato de que o méaximo
de eliminaclo renal da penicilina tomada iscladamente se dava em
1 hora, ao passo que, administrada eom bicarbonato, o maximo da
eliminacdo se dava entre 1 e 2 horas.

A gegunda possibilidade aventada fol gue o bicarbonpato de
gbdio, alealinisando a urina, destruia a peniciling durante a reten-
cAo da mesma na bexiga.

CHARNEY, ALBURN e¢ BERNHARDT % fizeram numerosas expe-
riéncias sbbre a eliminacfo, pela urina, da penicilina administrada
por via oral.
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Verificaram que a excrecio urindria dessa substincia adminis-
trada com 1,4 a 7,0 gr. de citrato {rissédico (2 horas apds o almbeo)
é, aproximadamente, 100% maior do que quando ingerida Somente
com agua, nas mesmas condicdes,

Com o ugo de 2 a 10 grs. de fosfato bissddico (Na, HPO,.
12H.0) observaram resultados comparfiveis aos obtides com o re-
ferido citrato.

Este aumento de eliminacfo grindria da penicilinag parece ser
devido & neutralizsacfio da acidez gastrica que permife absorcio maior
quando a substdncia é administrada pela boea.

Confirmando as observaches de ROMANSKY e RITTMAN 254,
LiBBY 168 verificon que a penicilina sch a forma de sal de sédio
céleio, magnésic e aminic mantém-se estavel, 4 temperatura am-
biente, durante periode de dois a trés meses, sem perda aparente
de atividade,

LiBBY % usou, em experiéneias de administracio por via oral,
suspensies, em 6leo de caroco de algoddo, dos sais de sédio e cdleio
de penieilina dosando 150 z 300 unidades por miligrama,

Fstas suspensfes foram distribuidas em cépsulas de gelatina,
de modo a eonterem 10.000, 25.000 ou 50.000 Unidades Oxford por
chpsula. Um homem de 86 quilos ao qual se administrou, por via
oral, dose finica de 90.000 unidades de penicilina sbédica suspensa em
6len de caroco de algoddo, apreseniou na urina, 25 minutos apds, 0.4
Unidade Oxford de penicilina por em?. Isto revela a possibilidade
de rapida passagem da penicilina em 6leo através do estdmago e
absorcfio pelo intestino, Neste mesmo c¢aso, a conceniragio fera-
péutica de penicilina no sangue (0.3 2 0.06 Unidade Oxford) foi
mantida, pelo menos, durante 4 horag 198,

Mc DERMOTT e colaboradores ¥% ghservaram, em casos clinicos,
ser possivel manter a mesma concentracio de penicilina no séro
sanguineo obiida com as habituais injecfes intramusculares admi-
nistrando, por via oral, quantidade aproximadamente cinco vézes
maior. As pesquisas désses autores apresentam grande valor pra-
tice, pois com a possibilidade da penicilinoterapia por via bucal evi-
ta-se dor local pela aplicacdo de numerosas injecfes intramusculares
o também se dispensa presenca de uma pessda, durante diag e noites,
para fazer as inoculacdes com intervalos de poucas horas, Além
disso, segundo LIBBY 8, para a administracio oral nfo sfo necessi-
rias preparactes altamente purificadas, o que simplifica os processos
de producio industrial da penicilina.
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ABSORCAO PELAS CAVIDADES DO ORGANISMO

A penicilina & mui lentamente absorvida pelas bolsas e cavida-
des articulares e pelas cavidades pleurais; por isso a acfio local &
prolongada nessas dreas.

RAMMELKAMP ¢ KEEFER 2% Injetaram 10.000 unidades de peni-
cilina na articuiacfo do joetho direifo de um paciente e verificaram
sua presenca no sangue, 25 minutos apdés a injeclio, Em 70 minutes
a penicilina atingiu o teor miximo de 0.019 unidade por cm? de
soro sanguineo., A eliminacfio pela urina fol lenta e de modo seme-
Thante a excrecio, apds administraciio subcutinea.

O Yquido aspirado da articulacio, 13 horas apés a injeciio, con-
tinha, ainda, 0.029 unidade por em?®. Somente 21% da guaniidade
injetada pdde ser recuperada da urina.

Com injecdo de 10,000 unidades na bolsa suprapatelar, cujo
lguido fora préviamente aspirado, a presenca de penicilina no san-
gue 6 foi verificada 1 hera e 55 minutos apds a injeclo. Houve
retardamento da eliminacfo renal, porém 48% da substdncia ativa
foi recuperada da urina 2%,

A absorcio pela cavidade pleural também é lenta. Num pa-
ciente com empiema, apds a puncdo injetcu-se na cavidade 10.000
unidades de penicilina sédica. 15 minutos apds encontrou-se tracos
de penicilina no sangue e as dosagens no plasma durante ag 7 horas.
geguintes revelaram desde tracos a 0,007 unidade por emd® O
exsudato aspirado, por pungfo, da cavidade, 22 horas apés a injecfo,
continha 0.78 unidade de penicilina por cm? 23,

METODOS DE PROLONGAR A AQAO DA PENICILINA

Em virtude da facilidade e rapidez com que a penicilina, admi-
njstrada em soluto aguoso, é eliminada do organismo, torna-se ne-
cessario o uso de doses elevadag e freqiientes para se conseguir man-.
ter, por inoculagfio, concentragiio ativa desta substédncia.

A aplicacdo repetida de injecles com curio intervalo de tempo,
durante o dia e g noite, constitui dificuldade, sem ddvida, no trata-.
mento. Para eliminé-la foram estudados diversos meios de pro-
longar a aclo da penicilina no organisme.

Por dois mecanismos tentou-se manter durante maior tempo
coneentracio terapéutica no organismo:
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19y retardamento da eliminacfo renal,
2.0y petardamento da absorcéo.

Retardamento da elimintedo: RAMMELKAMP e KEEFER % in-
vestigaram métodos de prolongar a acio de deferminada dose de
penicilina, retardando sua eliminacfo. Entre suas pesquisas in-
clui-se um estudo da influéneia da funclo renal sbbre a excrecio da
penicilina. Injetaram 10.000 unidades de penicilina sédica em 3
individuos, um normal e dois pacientes com insuficiéneia renal.
No gangue do normal, apés 110 minutos nfo havia mais nem fracos
de penieilina; porém, nos dois pacientes com perturbacio da funcio
renal, a concentracio ho sangue manteve-se elevada, por periodo
maior de tempo.

No individuo normal, 57% da dose injetada foi recuperada da
urina na primeira hora, Num dos casos de funcdc renal preju-
dicada, 14% da penicilina foram recuperados da urina em 6 horas:
no outro caso, somente 12% foram eliminados em 18 horas,

Emprégo do diodrast — Diante das referidas observagdes, RAM-
MELKAMP ¢ BRADLEY 2% procuraram administrar com a penicilina,
substdncias que tornavam menos ativa a funcdo renal. Obtiveram
resultados interessantes empregando o diodrast (8,5-diiodo — 4- pi-
ridina-N-dietanclamina acética), meio de contraste muito usado em
urografia intravenosa. O diodrast nfo interfere sbbre a atividade
antibacteriana prépria da penicilina, porém, prolonga seu tempo de
acBo, pelo acenfuado retardamento da sua excrecio.

Em experidneias preliminares usaram zal sédice da penicilina,
em concentracio de 1,000 unidades por em?® de solucfio a 0,85% de
cloreto de sédio.

6 individoos receberam 5.000 unidades por injeco na veia,
gbta a pdta, na base de 9.600 por hora. 24 horas apés foi repefida
a mesma dose; desta vez, entretanto, og individuos receberam, 30
minutos anfes, simultnea ou imediatamente apés, uma Unice dose
de 80 em?® de diodrast. A penicilina normalmente desapareceria do
sangue em 40 minutos, mas, com o diodrast levou 75 minutos. A
diferenca na eliminacdo urindria foi, sem ddvida, mais acentuada.
Enquanto 57,2% da penicilina injetada isoladamente foram elimi-
nados pela urina durante as primeiras 4 horas, apenas 32% da
administrada com diodrast foram excretados em 24 horas. A redu-
cio da quantidade de penicilina excretada pela urina, apbs a admi-
nistracio do diodrast, nfo depende sé da diminuicfio da fungho



PENICILINA — ESTUDO GERAL E TERAPEUTICA 199

excretora do rim, mas, em maior parte, da destruicio ou inativacio
<z penicilina no organismo, cujo mecanismo ainda nfo é conhecido,

Emprégo do deido p-aminohipdrico — BEYER e colaboradores 2
ugaram ¢ dcide p-aminohipdrico e conseguiram reduzir o teor da
:sxcrecdo renal da penicilina a cérea de dois tercos. Como conse-
giiéneia desta reduzida exerecfo, o titulo da penicilina, na corrente
ganguinea, manteve-se em concentracio terapdutica durante, aproxi-
madamente, 6 horas; portanto, bem mais do que as 2 horas do pe-
riodo terapéutico, ativeo conforme contrdle em pacientes sem “hblo-
gueio” renal. Tanto o diodrast como o dcido p-aminohipirico, admi-
nistrados simultdneamente com a peniciling, reduzem a eliminacio
renal dela a cérea de dois tergos.

RETARDAMENT(O NA ABSORGAO

Pelo uso de velculo oleoso — BOMANSKY e RITTMAN %% conse-
guiram prolongar o efeito terapdutico de determinada dose de peni-
¢ilina, injetando-a com veiculo oleoso. A suspensfo de penicilina
em dHleo inerte defermina diminuiclo no coeficiente de absorcio no
local dos tecidos injetados. Experimentaram diversos dleos e céras
e verificaram que uma mistura de 6lep vegetal “peanut” e de 1 2
8% de céra de abelhas dava os melhores resultados. As injeeles
intramusculares de 50.000 Unidades Oxford, em 2 a 2.5 em® de
‘mistura flec-céra, diminuiam fanto o grau de absorcio no misculo,
gue mantinham na corrente sanguinea concentracio terapéutica efi-
ciente por perfodo de & a 7 horas. A penicilina em suspensio
na mistura referida manteve sua atividade, mesmo em temperatura
-ambiente, durante 30 a 62 dias, sem demonstrar sinais de alteracio.

A mistura fol experimentada em 65 paclentes com uretrite
gonoedeica, 64 dos quais foram curados por uma minica injeciio
intramuscular.

Barzigg =2 verificou que a suspensio de penicilina s6dica em
Bleo vegetal, como o “peanut”, permanecia estdvel por mais de dois
maeses, conservando a mesma atividade bacteriostatica. A malor
egtabilidade da penicilina suspensa em 6leo em relacio &s solucdes
aquosas, e sua absorclo mais gradual, constituem vantagem sob o
poento de vista terapéutico.

Por wvasoconstricic local — TRUMPER e HUTTER 28?7 descreve-
ram um método de retardar a absorcio da penicilina por prolon-
gada vasceonstricio do miseulo injetado. Realizaram-na por téeni-
<a de resfriamento atribuida ao “Bethesda Medical Center™, ‘

33
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Conziste em se aplicar na regifc deltéide uma holsa de gélo 2o
horas antes da injecfio intramuscular e recolocd-la, por periodo de
6 a 12 horas, ap6s a injecio. Com esta técnica, uma simples inje-
cao intramuscular de 50.000 Unidades Oxford de penicilina em
solucdo salina mantém, na correnfe sanguinea, concentracio bacte-.
riostatica adequada, durante 6 a 12 horas.

Esta técniea de resfriamento fol aplicada a 18 pacientes com.
blencrragia, 17 dos quais foram curados por uma Unica . injecdoc
intramuscular. Como vemos, é poreentagem igual & obtida com a.
mistura dleo-cbra. O aunior refere gue a aplicacio da bolsa de gélo
2 horas antes torna a injecfio indolor.

Fisk, FOORD e ALLES®T usaram a adrenalina como vaso col-.
tritor para diminuir o coeficiente de absorcio local da pemnicilina.

A penicilina dilulda ¢m solucio de adrenalina nfo sxcedente a.
1:16.000, nic mostrou perda de atividade, comparada com as solu-
coes aquosas de contrdle, apés ser mantida por 24 horas a 37°C.,
59C, ou temperaturs ambiente,

A acfio da adrenalina fol verificada em 7 Individuos injetados,.
por via intramuscular, com solucdes de 50.000 unidades de penici~
lina s6dica dissolvidas em 4 cm?® de sclucio de adrenaling a 1:50.000,.
e em & .pacientes que receberam 20.000 unidades contidag em 2 cm*
de =oluclio de adrenalina a 1:25.006. 6 individuos de contréle fo-.
ram injetados, pelo mesmo modo, com penicilina em sclucio salina..
Nas dosagens do teor sanguineo, feitas pelo processo de RAM-
MELKAMP, nos individuos injetados com 4 cm? de adreralina a
1:50.000 o titulo do sangue apds 214 horas, era de 0.039 unidade:
ou mals; éste titule era encontrado, apds 2 horas, nos casos inje--
tados com 2 em? de adrenalina, e apés 114 nos casos de contrdle.
Depols destas observagGes sugeriram o use, em terapdutica de peni-
eilina associada & peguenas gquantidades de adrenalina, por via in-
tramuscular,

Com ¢ mesmo fim cremos poder ser usada a efedrina, que é
vageconstritora de acfo mais duradoura gue a adrenalina, Ainda.
nio experimentamos a efedrina em casos humanos, porém ji veri-
ficamos que a penicilina sédica, diluida em solucio aguosa de clori-.
drato de efedrina a 1%, conservou sua atividade, comparads com.
contréles sem efedrina, apds ter side mantide em geladeira por 7
“dias. Achamos interessante experimentar a associacio de peguenas:
quantidades de adrenalina e efedrina de modo a aliar a aclo vaso-
constritora imediata e efémers da adrenalina e g Ienta, porédm maiss
duradoura, da efedrina,
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ASSO0CIACAO DA PENICILINA COM OUTRAS SUBSTANCIAS

ASSOCLIALCAG COM SULFONAMIDAS B COM ACIDG P-AMINOBENZSICG

UNGAR *#¢, pesquisando & aclo bacteriostitisa da penicilina
sbbre o B. subtilis, verificou gue no meijo sintético de Leonard e
Holme (J. Imm. 1935, 29:209) é&ste germe era inibido pela diluicdo
g 1:100 de uma solucio de penicilina sédica contendo 1.200 yni-
dades por em?®.

Verificou que adicicnande a 8ste meio o 4cido p-aminobenzdico
em diluicles a 1:2.500 — 1:10.000, ¢ poder inibidor da penicilina
gobre o B. subtilis foi aumentado para 1:6.000. Portanto, o Acido
p-aminobenzdico aurentou 60 vézes a atividade bacteriostitica da
peniciliina. Usando wma raca de Staephylococcus aureus verificou
gtie o Acido p-aminchenzéico agia de forma semelthante; porém,
com uma raca de Streplococeus hemolylicus {grupce A) ndo houve
aumento da atividade antibiética.

A suifapiridina revelou possuir acdo (sinérgica) mais acentuada
do que o acide p-aminobenzdico s6bre o poder hacteriostdtico da peni-
eilina. N&o 6 s6bre o estafilococo, mas fambém sbbhre o estrepicco-
co a sulfapiridina aumentou o poder bacteriostatico da penicilina.

Uma sclucao de penicilina sédica, inibindo ¢ ecrescimento do
St. oureus em titule a 1:20.000 passou a imibi-lo em diluicdo a
1:50.000 quando em presenca de sulfapiridina (a 1:50:000). De
modo semelhante, uma goluclo de penieilina sddica que inibig o es-
treptococo na diluicdo a 1:50.000, em presenca de sulfapiridina (di-
tuidg a 1:50.0G0 passou a inibi-lo em diluicdo a 1:100.000.

A sulfapiridina, izoladamente, revelou inibir o mesmo germe
até a diluicdo a 1:2.500.

As provas feitas em camundongos confirmaram os resultados
obtidos “in vitro”., UNGAR ?%% acha que a atividade aumentada de
amhas as substlneias, quando aplicadas simultdneamente, pode ser
devida & agfio sinérgica das duas s8bre og microrganismog ou, menos
provavelmente, & uma reaclio quimica entre a sulfonamida e a pe-
nicilina.

HoBBY e DAWSON 112 fizeram provas com Staphylococous aureus
e com Strepiococeus pyogenass, porém, ndo observaram aefio sinérgica
verdadeira assoclando sulfadiazina ou sulfapiridina & penicilina.
BIGGER *5, entretanto, usando as referidas bactérias, verificou que,
em associa¢do com a penicilina, o sulfatiazol é mais ativo de que
a sulfanilamida ou a sulfapiridina.
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S&o estudos importantissimos sob o ponto de vista terapéutico,
nos casos de infeccles mistas, em que entram em jégo germes sen-
siveis & penicilina e outros insensiveis mag que podem ser inibidos
por uma sulfonamida., Por &ste motivo, pode-se esperar éxito te-
rapéutico, em tais infecedes mistas, administrando-se, associadamen-
te, ambos 03 agentes antimiecrobianos, uma vez que, segunde Hrr-
RELL 19, nfio hi contra-indicacio do uso simulténep de penicilina
e qualguer das sulfonamidas,

ASSOCIAGAG COM ALBUMINA
CHOW e Mac KEE * demonstraram por provas de didlise que
a penicilina se combina bem com o s6r0 humano, O complexo pe-
nicilina-albuming ecnserva a atividade antibidtica, aoc contririo do
complexo sulfonamida-albumina que, segundo DAVIS e ouiros, é isen-
to de propriedades hbacteriostiticas. Fizeram estudos sbbre a ex-
crecio em camundongos ¢ verificaram que ¢ complexo penieilina-
albumina era excretado mais lentamente do que o sal sédico da
penieilina,  Isolaram o complexo penicilina-ailbuming por precipi-
tacio em soluclo aguosa de alcool & 50%, a 5°C.. A penicilina iso-
lada € sollvel nessa concentraclo de alcool, O complexo proteina-
penicilina, precipitado, era redissolvide em dgua e precipitado com
509% de &lcool, sem perda apreeidvel da atividade da penicilina.
Para se obter pé s8co do novo composto, 0 precipitado do dleool era
dissolvido em dgua ¢ a solucio liofilisada.

ASSOCIACAC COM FEFEDRINA E ANESTESICOS

Interessando-nos pelo emprégo local das solucfes de penicilina
no tratamento das rinofaringites e sinusites, procurames investigar
a possibilidade de asscciagio dests substineia ao cloridrato de
efedrina, de aclo vascconsiritora, e & etocains, de acdo analgésica.
Fizemos, ao mesmo tempo, provas para verificar a influéneia do
Acido p-amincbenzédico nessag associacles,

As provas foram feitas “in vitro™; usamos caldo comum como
meio de cultura eontendo 1.6 Unidades Oxford de sal sédico por
cm?® e a raca Staphylococeus anrews T como bactéria de prova de
inibicéo.

A soluclo de penicilina em caldo inibia fotalmente o crescimen~
to do esgtafilococo na diluicfo a 1:80, Tédas as soluctes foram fei-
tas diretamente no raldo de pH 7.0; usamos sempre caide da mes-
ma partida. As referidas substdncis foram diluidas isoladamente e
em associacdo seguudo as porcentagens apresentadas no quadro IV.
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QUADRC Iv

ATIVIDADE INIBIDORA SOBRE O

Concentragio das subs STAPEYLOCOCCUS AUREUS H

tincias  diluidas  em

o
)
b - v T
% caide conteado 1,073;511% Loge apds ol 7 dias apds | 25 dias apés
Vi dades Oxford e pe- prepare das | permanéocia conservagio
niciling  sddica ' solugbes em geladeira { em  geladeira
Total {Parcial ] Total [Parcial{ Toial [Parcial
1 Etocaina ....... 180 1171001 1/40 1 1/80 | 1'40 | 180
2 Cleridrato de ofe- '
(}I‘iﬁa a 1:10006 .. 180 1100} 1/40 ] 1/80 | 1/40 | 180
3 Acido p-aminoben- '
zhico {(Merck) a
1060 ..., 180 | 17300 1/20 § 1/40 G 110

4 Bteeaina o 1:000
e efedrina a 10100 | 135 /1100 1/40 | 180} 1/40 | 130
5 Efedrina o 1:100
& Acido paming
benzdico & 1:1000 ¢ 180 | 1100} 1/40 | 180 | 1/40 ]| 1/80
§ Efoeaina a 1:1008
e dcido p -amino-
benzéico a 1:1000 | 1/80 {1,100 1740 | 1/80 1 1/40 | 1/80

7 Caldo comum
{contréle) ¢com .
penicilina  ...... /80 111001 1/40 1 1/80 | 1/40 | 1/80

Esterilizamog ag goluches por filfracio em vela. Fizemoz 3
dosagens de gua atividade inibidora sbbre o Stavhylococeus cureus
H. A 1.2 no dia em gue preparamos as solucbes, logo apds a fil-
tracdo em vela; a 2.2, apbs T dias de permanéncia em geladeira e,
a 8.2, apbs 25 dias em geladeira, '

(03 estudos preliminares dessas associagies medicamentosas
permitiram deduzir gue, pelo menos “in vitro” e, provavelmente
“in vivo”, a etocaing a 1:1000 e o cloridrate de efedrina a 1:100,
isolados ou associados, ndic inibem nem reforcam a aciio bacterios-
tatica da penicilina sbbre o Stuphylococcus cureus.

Ambag substincias em presenca do &cido p-aminobenzdico a
1:1000 ndo influiram, comparativamente, sdbre a atividade da pe-
nicilina. O A4eido p-aminobenzéico a 1:1000, usado iscladamente,
mostrou reduzir 3 metade a atividade da penicilina, apég 7 dias
de conservaciio em geladeira; apdés 25, a solugfio havia pratica-
mente perdide a atividade bacteriostdfica sdbre o Stuphylococeus
gureus H. .

A diseordincia entre nossos resuliados e o de UNCAR 288 cre-
mos ser devida 3 grande diferenca de conceniraciio do Acido p-ami-
nebenzdico. Usamo-lo diluide a 1:1000, enguanto UNGAR o diluin
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a 1:50.000. E bem sabido gue uma mesma droga pode agir de
maneira oposta, dependendo das condicles e, principalmente, da
concentraciio em que é usada.

Recentemente CAMERON 3% f8z estudos da influéucia das drogas
mais comumente usadag em clinica oftalmolégica g0bre a atividade
da penicilina. Incubou a 37°C., durante 1 hora, mistura, em partes
iguais, de solucfio de adrenalina a 1:1000 e soluclo de penicilina
com 10 Unidades Oxford por cm?.

Verificou que com goluclo de adrenalina preparada varios anos
antes, a atividade da mistura que deveria ser de 5 unidades por ¢m?
ficon reduzida a 0.5 unidade por om?; usando, porém, amosira
recente de adrenalina, a penicilina fol completamente inativada.
Manteve, também, a 37°C, durante 3 horas, misturas em partes
iguais, de solucdo de penicilina (2 unidades por cm.?) e solucgher
de atropina, eserina cloridrato de cocaina, decicaina {choridrato de
ametocaing), argirol e fluoresceina., Hatag substincias usadas em
concentracio dupla da empregada em clinica nfo revelaram efeito
inibidor sfbre a penicilina. As dosagens foram feitas pelo método
do cilindro em placa, sendo usado o Staphylococeus aureus H como
germe de prova. As referidas substéinecias, isoladamente, ndc mos-
traram aclo inibidora sbbre o Staphylococcus oureus H exceto a
de argirol misturada com A&gua, em partes iguals, a qual revelou
zona de inibicfo no dgar quase igual & da mistura de argiroe! e
penicilina %8,

E nosso intuito fazer provas de associacio com outras subse
tincias vasoconstritoras como a privina e com analgésicos, como a
nectutocaina, a fim de verificarmos a possibilidade de 8xito na apli-
cacdo local da penicilina, no tratamento das nasofaringites e das si-
nusites.

RESISTENCIA DAS BACTERIAS A PENICILINA

No eapitulo das propriedades fisico-guimicas da penicilina es-
tudamos as seguintes substdncias inativanies: ions metélicos, Aleo-
ois primérios, bases, agentes oxidantes, reagentes dag cetonas. In-
cluimos, também, o estudo da penicilinase, substéncia produzida
por certag bactérias ¢ que inibe a acdo antibacteriana da penicilina,

Assim, analisaremos aqui apenas os fatdres bioldgicog que im-
pedem a atividade da penicilina, dependentes do desenvolvimento
de registéncia das bactérias & acdo desta substincia.
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ABRAHAM e colaboradores? foram os primeirog a observar a re-
sisténela, adguirida, & peniciling por umsa raca de Staphylococeus
ourems. Durante nove semanas cultivaram-na repicando-s, com
intervalos de poucos dias, em caldo contende doses crescentes de
penicilina. Apés 7 semanas de cultivo, a raca adapiada cresceu em
diluicfio a 1:1.000, enquanto a raca original foi guase completa-
‘mente inibida por 1:1.000.000.

Houve reduco na velocidade de erescimentc e atividades enzi-
méticas; porém, nio houve evidéncia de gue a adaptacio do esta-
filococo 4 penicilina, seja devida & produciio de enzima destruidora
-dessa substidneia porgue ndo houve perda da atividade da penicilina.

FLOREY e FLOREY ¥ verificaram que em dois casos reineiden-
tes submetidos a fratamento, fol necesedrio dar 4 vézes mais peni-
ciling no 15° e no 51¢ dias, apés o infcio do primeiro tratamento,
‘para inibir completamente o germes infectantes que eram, respecti-
vamente, Staphylococcus aureus e Streptococeous viridoms, A neces-
sidade de sumentar g dosagem da penicilina fala a favor do de-
-senvolvimento de resisténeia dos germes.

SCHNITZER, CAMAGNI ¢ BUCK %%, estudando a resisténeia dos
-egtafilococos & penicilina, classificaram-ng em™ 8 tipos: a) resis-
ténein natural; b) resisténcia adguirida por adaptacic em con-
centracles crescentes de penicilina: ¢) resisténeia de peguenas co-
oniag variantes,

Esta dltima ocorreu quando uma cultura normal de Staphylo-
coccus albus ficou em eontacto com 2 penicilina. As pequenas co-
1onias variantes (formas Q) do Staphylococeus albus, isolados de
placag contendo penicilina, mostraram-se nfo 6 resistentes a esta
substincia como também ao vicleta de metila, demonstrando néo
ser especifica essa resisténcia.

RAMMELKAMP e MAXON 233 verificaram que, das racas de es-
tafilococos isoladas de 14 pacientes com infeeccdes locais, sdomente
4 adquiriram aumento de resisténein 4 penicilina durante a marcha
-do tratamento. Nestes 4 pacientes administraram a penicilina en-
dovenosamente para tratar osteomielite crdnica; localmente, em 2
casos de emplema e, também localmente, em 1 caso de abeesgo axi-
Jar. Uma das cavidades eom empiema tornou-gse esteril por inje-
¢Bes fregiientes de penicilina, a despeito da alta resisténcia da raca
-do estafilococo. A osteomielite e o abeesso nfo foram esterilizados.

SCHMIDT e SESLER 262 phgervaram ¢ desenvolvimento de resis-
téneia & penicilina em duas racas de pneumococo (tipos I ¢ III) por
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passagem em série afravés de 7 grupos de camundongos tratados:
com peniciling,

O pneumococo tipo IIT mostrou maior resisténcia que o I; sua.
resisténcia manteve-se apds 30 passagens em série, em camundongos.
normais. Isto indicava que a resisténeia do germe & penicilina, uma
vez adquirida, persiste por algum tempo, A resisténeia “in vivoe™
3 penicilina era acompanhada de resisténeia “in vitro”,

fsses autores verificaram que o desenvolvimento de resisténeia.
3 penicilina em eamundongos néo afetava a acfio dag sulfonamidas.
Depreende-se disso a vantagem de se empregar, alternativamente,
penicilina e sulfonamidas no tratamento de infecgdes por germes.
resistentes a uma dessas drogas.

Efeito sinérgico foi verificado por UNGAR 237, agsociando 8sses.
dois agenies quimioterdpicos.

DunHAY e colaboradores " verificaram que uma raca de Tre-
ponema pallidum, obtida de coelho por ela infectado e tratado insu-
ficientemente com penicilina, era mais resistente & aclic dessa subs-
tdneia do que a raca original. Lembram que, no tratamento da
gifilis humana, se deve administrar quantidades elevadas de pe-
nicilina para se obter cura rapida.
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APLICACAO DA PENICILINA EM TERAPEUTICA

CONSIDERACOGES GERAIS

Fm 1941, um ano apds os estudos experimentais dos pesquiza—
dores de Oxford ?, ficou demonsirado que a penicilina era extraor-.
dindriamente ativa “in vivo”, contra determinados microrganismos..
Desde entdo, numerosos trabalhos tém sido publicados sbbre estudos.
gue demonstram o efeito da penicilina em infecgBes humanas.

Entre nés, o estudo da aplicacfo terapéutica da penieilina nio.
foi descuidado, pois, além dos trabathog ja citados queremos lem-
brar a valiosa revisiic feita por LINHARES 172 gbbre a penicilina; o
interessante estudo comparativo entre a penicilina ¢ & suifanilamida
publicado por MINGOIA 1%%; ¢ imporfante estudo guimico e terapéu~
tico da penicilina, de MILITINO ROSA 255, além dos trabathog de di-
vulgacdo feitos por ALGODOAL?, LINS '™ LACAZY ¢ MONIZ DE ARA-
GAO 13,

As primeiras experiéncias clinjcas tforam feitas com prepara-.
cic parcialmente purificada, contendo 40 a 50 Unidades Oxford por
miligrama 3,

A peniciling fol administrada, parenteralmente pelos pesquisa--
dores de Oxford® a 5 pacientes com infeccles estafiloceicas e es--
treptocteicas; por via oral, a 1 crianca com infeccho estafilocéeica.
rebelde das vias urinérias; localmente, a 4 pacientes com infecedes
oculares: &g gbtag, em 3 e sob a forma de ungliento, em 1 que apre~
sentava erupgho na face. Desses cagos, 7 eram de infecgbeg graves.
onde tinham sido experimentados, sem resultado, ¢ tratamento aul-
fonamidieo ou outras formas de quimioterapia e tratamentos cirdr--
gicos, Obtiveram respostas terapéuticas favoriveis em todos os 10~
casos, apesar da falta de experiéncia no uso da penicilina. As doses.
foram peguenas e, provavelmente, inadequadas em alguns casos:
além disso, somente repetidas durante 4 a 6 dias, Dégszes pacientes,.
dois morreram, sendo que, em i déles a penicilina somente foi
aplicada ja no fim do curso da infecgdo; no outro, a infeccéo havia.



208 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

quase regredido, mas o doente j4 em convalescenca veio a falecer
em virtude da roptura de um aneurisma micdtico.

Em virtude talvez das dificuldades havidas na preparacio da
penieilina terapdutica, ela fol recuperada da urina de um dos pacien-
teg e, injetada noutre n#o produzin gqualguer reacéo,

Ja referimos que a peniciling, embora administrada sob a forma
impura, passande pelo organismo é eliminada pela urina, livee de
impurezas,

Dois pacientes apresentaram calafrios e elevacfio tempordria
de temperatura, provavelmente devido &s substincias piretégenas
da peniciling semipurificada.

7 Em todos og casos houve queda de temperatura e methora das
eondicdes gerais e locals pela administracdo da penicilina,

Referiram, ainda, og pssquisadores de Oxford que o estado
‘peiquico e o apetite dog pacientes melhoraram durante o tratamento.

Em marco de 1943, FLOREY e FLOREY % relataram, detalhada-
mente, suas experiéncias no tratamento, com penicilina, de 187 pa-
cientes, tanto por aplicacfio local como por administracio sistémica,
15 tinham moléstia grave ¢ os 172 restantes eram casos de infeccio
em que & peniciling foi aplicada localmente. Usaram preparacio
impura que nfo continha mais que 10% de penicilina. Consideram
‘que o método mais pratico de administracdo é a via intramuscular
geralmente com. cérea de 15.000 Unidades Oxford, dadas com inter-
valog de 3 horas.

A dosagem deve ser regulada de modo que, durante fodo o
tempo, o sangue contenha teor suficiente de peniecilina para inibir
0 germe infeetante, variando de caso para caso. As dosagens da
-concentragio no soéro sanguineo podem ser feitas 3 horas apés a
injecdo para se determinar o poder bacteriostdtico do sangue que
indica se & ou ndo necessirio aumentar as doses. O tratamento
£ continvado até que, pelas provas culturais, o agente infecciosn
nio se desenvolva. Durante ¢ tratamento n#o foram observados
-efeitos téxicos em qualquer (désses casos, ainda com dose total téo
elevada como 4.670.000 Unidades Oxford durante periodo de 30
dias em 1 caso, administrada por via intramuscular, com intervalos
.de 3 horas,

A maior dose intramuscular foi de 25.000 Unidades Oxford
<m 4 em?, cada 3 horas, durante uma semana. A maior dose endo-
venosa foi de 10.000 unidades, de hora em hora, durante 8 dias, Em
alguns pacientes houve elevacio da uréla no sangue, a qual dimi-



PENICILINA — ESTUDO GERAL E TERAPEUTICA 209

nuig com a descontinuidade da administracio da droga, nfo pare-
cendo indicar perturbacio da funcdo renal,

Durante o tratamento guase todos os pacientes mostraram me-
ihora na contagem dos globules sanguineos e na taxa de hemoglo-
bina. Com o desaparecimento da infeccfo melhoraram as condigdes
gerais e o apetite. Havia policitemia durante a administracio da
penicilina, a qual cessava logo que o use da substincia era suspenso;
née havia albumintdria,

Todos o8 10 individuos com infeccdo estafilocbeica foram cura-
dos. 8 tinham sido desenganados apds a ineficidneia de cutros meios
de tratamento. Houve indicics de que em dois gc desenvolveu certa
resisténeia 4 penicilina. Um tinha meningite estreptocéeica re-
sistente 4 sulfamidoterapia; curou-se com a penicilina. Em dois
casos de actinomicose, os resultados nfo foram decisivos; em um
de empiema por estreptothrix o germe foi aparentemente eliminado.
Em 1 caso de endocardite bacteriana subaguds houve melhora du-
rante o tratamento pela penicilina, porém, o paciente piorou logo
gue o tratamente fol interrompido; as lesdes do coraciio nfio sofre-
ram modificacfio e houve éxito letal. Em dois pacientes com osteo-
mielite, aparcceu rarefacsio dssea com og curativos durante o trata-
mento pela penicilina; a rarefacfio foi considerads comoe evidéncia
de que 0 tecido 6ssec estava sendo limpo, pois, a recaleificacio pro-
ceden-se gradativamente apds a interrupefo do uso da penieilina,
Verificaram og autores que, pelo uso de doses adequadas, era eoli-
minada a infecclo e nfo se formavam novos abcessos,

Hm maio de 1943, na América do Norte, RICHARDS 242, Presi-
dente do “Committee on Medical Research™, referiu-ge & producio
de penicilina nos Estados Unidos e pbs em evidéncia que as pes-
quisag que estavam sendo feitas confirmavam completamente o8
resultados obtidos pelos pesquisadores ingléses. S&o suag estas pa-
lavras: “Mais de 200 pacientes 18m sido ou estio sendo tratados
com penicilina. H4 suficlente razio para se acreditar que ela &
superior a qualguer das sulfonamidas no tratamento das infeccdes
pelo Staphylococens ourews, com ou sem bacteremia, incluindo a
osteomielite aguda e crénica, celulite, antraz do lidbio e face, paneu-
monia e empiema, ferimentos e gueimaduras infectadas, E fambém
extremamente ativa no tratamenio das infecces por estreptococos
hemoliticos, pneumococos ¢ gonococos que sfo resistentes as sulfo-
namidas. Verificou-se que é ativa no tratamento da endocardile
bacteriana subaguda. Os estudos dos resultados de sua aplicaco
Iocal sfo ainda insuficientes”,



210 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

RICHARDS 2% concluin que a peniciling, convenientemente pre-
parada, nfio produz reacles téxicas, mesmo com elevada dosagem
e que, pela rapids eliminacio da substincia pela urina, é necesgiria
a adminisiracio fregliente da peniciling quando por via endovenosa
ou intramuscular.

Em agosto de 1943, KEEFER, BLAKE, MARSHALL, LOXWo00D e
Woop 154, membros do “Committee on Chemotherapeutic and (Gther
Agents” do “National Research Council”, des Estados Unides, pu-
blicaram um resumo dos resultados obtidos pelo uso da penicilina
no tratamento de B00 pacientes com infeccdes diversas. Foram
tratados por 22 grupos de pesquisadores da confianca do referido
Comité ¢ o8 reaultados foram elassificados pelo presidente, Dr. Ches-
ter §. Keefer., Vejamos as importanies conclusdes que resumem
todas as informacdes essencials sbbre o emprégo da penicilina em
terapéutica:

“A vpenicilina foi considerada o agente mais ativo no trata-
mento das infeccles estafilocGeicas, gonocodceicas, pneamocécicas e
por estrepfococos hemoliticos, Ni#o foi satisfatéria no tratamen-
to das endocardites bacterianas. Seu efeito & particularmente de-
cigive nag infeccdes gonocdeicas sulfonamido-resistentes,

Embora a dosagem tabelada exija mais pesquisas, parece evi-
dente que a média necessiria para injecdes endovenosas ou intra-
musculares, em infeccded estaflilocleicas graves, & de 500000 a
1.000.000 Unidades Oxford, e os melhores resuliados foram obser-
vados guando o tratamento fol prolongado, pelo menos, por dez dias
a duas semanas. No minimo, 10.000 uynidadss devem ser dadas
cada duas ou trés horas no inicio do tratamento, ou por injecio
endovenosa continua ou por periddicas injecées endovenosas ou
intramuseculares infermitentes.

Foram obtidos resultados satisfatdrios em casos de gonorréia
sulfonamido-resistentes pela administracio de 100.000 & 160.000
unidades, durante perfodo de 48 horas,

% pacientes com pneumonia pneumocoeica, fregiientemente se
restabeleceram, ap6s o uso de 100.000 unidades administradas du-
rapte 8 dias. Bsfe fato é particularmente importante nas infee¢des
pneumocdcicas resistentes as sulfonamidas, Fara se obter o méxi-
mo efeito pode ser necessirio dar 60.000 a 90.000 Unidades Oxford
diarias, durante 4 a 7 dias. No tratamento do empiema ou menin-
gite é recomendivel o uso local da penicilina, injetando-a direta-
mente na cavidade pleural ou no espaco subaracnbideo”,



QUADRO V
RESULTADOS DA APLICACAO DA PENICILINA EM 500 PACIENTES

(KESFER e Col.) 154

Nimero .
Diagnéstico de Cura ou -y pe | Auséneis
helthora de cfeito
EEELS
Infeccilo por Siaphylococcus auréus:
Com baoteremia :
Septicemia mem poria de entrada evi-

demte L. i e 10 9
Osteomietite agtda «vvvvrvirrerananns . 22 18 2 2
Plelonefrite ... ... . . il 5 2 3
Infecgdes da pele ¢ do tecldo subouti-

nee, incluinde antraz, fertnculos e

celulites ... .. e 16 18 .
Trombofiebite com on sem embolia pul-

TAGTRT e et ae i 3 o 1 .
Cueimaduras .. .. e i . 5 2 ]
FReumonia ... e 5 3 2 .
Artrite ..o e e 1 1
Abscesso subaraendidec ......... ... H 1 .

Mningite ......... e e 2 1 i
Trombose do selo cavernosa . .... ... & 1 b3
Infecglio de Terida pdHs-operatdria ] 1 2
Abscesse epidural ... i e 2 o .
Celulite orbitaria ......... .. ... .. i i .. .
Endecardite ... .. oo e g [
Pansinusite v e i . 1
Ancurisma dissecante da aorla 1 b3
Cancer do reto ...... e i 1
Uremia a sulfadiazina ....... e i . 1 N
Anemin aplastica ... ieaa 2 . 2 .
Abseessog miililplas . ... . . ... 4 .. 4

TOTAES  tvvt s e ianianan s oo a1 54 24 3

Sem hacteremin ! !
Osteomielife .....iuiee i 55 4% - 1
Brplema ..., e . 9 7 1 i
Septicenya puerperal ... . ..., . 2 2
Infeccles da pele e tecido suboutineo 22 15 . 4
Laringo-tragueaites 1 1
Abseessog cerebrais 3 1 Z
QUeImaduras ... i i 9 5 4 .
Mastiten ... 5 & .
Proeumonia ..., .o 3 2 .
Alrsceszos puUlmonares ... .c.. ... 3 i 1 .
Feriday infectadas . 1 i < .
Parotidites ... .. . . 0 o . 1 1 .
Abzcesseg epidurais ... ... .. T i =
Infeccdeg pos-operatlbrias . ....... ... 4 3 i
Abscessos, 1 case de eads (nariz, pa-

rede abdominal, gargantia, quadrante

direito inferior do abddmen, retro-

peritfineo, sub-mento, hochecha, cou-

TG CABEINADY v vt e et 9 8 2
APEPIES oo i 1 i3 .- .
Carcinoma reffouwlo-celllar ... .. .. 1 . 1
Meninglte ... i 3 1 2 o
Prestatite ... . oo 2 2

TOTAIS vt it in e ie e e e e 137 109 11 16
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Niimero Y
. o Cura ou Auséncia
Diagndstice de Mathora Morte de efeito
LUBOS
infeeches estredtocteicas exceto endooar-
dite bacteriana
Hetreptococo hemolitico (23 <asos)
Qepticemia pOEAbAETLO . .v.erreur. . 1 3 . .
Bacteremia com meningite .......... i 1 . .
Conjuntivite ... ooiaeaan. R 1 1 .
Osteomielite da espinha ... ... ... 2 2 v .
Mastoidite comlm bacteremia ........ i i .
Tleera da pele ... ... 0 i, 3 2 L 1
Gleeras cutineas mierogertafias ... .. 1 ' 1
Abscessos mGitiplos da pele ... ... . i 1 . .
Infecclic da pele o abscesso subfrénico ?; v 1 o
Fmpletias oo e e h 2 .
Mastoidite ¢ perieardite ............ i L .
Abscesso da axila ... ... 0. . 1 E o N
Septicemin pos-amigdalite ... ... ... 2 : 4 *
Cirrgse do figado ... . oL 3 4 1 i
Meniugite e et E 2 e
Nefrite erdfnlea . ... i i, 1 . 1 .
Portador ... s 1 v 1
Estreptocoes nfc hemolitico {4 casosy:
Pielonefrite com endecardite ....... . 1 B
Abscesso cerebral _. ... e 2 2 .
Abzcessos mBiltiplos ..., .. e , i . 1 ‘-
Tlstreptococos anaerdhios (6 casos):
Abortamente S&ptice ............... & 3 Z .
Fratura do crineo, meningite ...... 1 1 . b
TOTATE  veevreiiennnrrins RPN . 43 17 iz £
Infeccles prnenmocdoicas
PREUMONIA oL verrvnennranennnn.., 12 35 8 1
Menigite ... ......... 21 14 o
Meningite com endecardite ....... .. 2 . 2 v
Endocardite ............... e 6 1 il .-
Perieardite .....oovvivaan s 1 . 1 e
Pepumonia Ccom emplema ........ .. 2 . it 1
Empema  .ou.esiannnnns 2 2 .. e
TOTATE o vevreaneenaannnn 76 45 20 2
Infecebes gonocdoieas ....... i 1249 128% . .
Infecedes meningocdcicas ... ... P 5 4 1 ..
Endocardite bascteriana subaguda 17 3 4 10
Infecches varias:
Preumonia atipiea ..o en . 1 . . 1
Monlffage ....vieiaiae.a... AP .. i . . 1
Apranulocitose ... iiaiiaeeaa . 1 1 .
Septicenmiia por Microcecous tefragens 1 E . .
Colite uleerativa ................... 1 1 .
ACtinomiOnEe .. .uiiieiuiinearioan 3 1 2 e
Septicemia por Microcotous aureniicis 1 . 1
Abscersos Fscherichic coli e estrepto-
ecoro nie hamolitice ... 1 .. . 1
Abscessos subeapsular, infeccfio mista i 1 .
Abscesso phtride ..... i e 1 ..
TeTAIZ  ....... e e v 12 5 8 4

(*) 4 déstes casos mostraram apenas melhora tempordria.
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Até agora, o Comité presidido pelo Dr. Chester 8. Keefer reu-
nin dados sbbre o tratamento dz penicilinag de mais de 3.000 casos,
entretanto, oz resultados ndo sfio significativamente diferentes dos.
referidos acima e apreseniados com detalhes no guadro V.

Numerosos estudos t8m sido feitos por pesquisadores de todos
os Continentes. A grande maloria das observacdes clinicas de pa-
cientes tratados com penicilina tém side feitas nos Estados Unidos
da América do Norte, cnde a penicilina & produzida em malor
escala. Entre os mais importantes grupos de pesquisadoses distin-
guem-se 08 da “Columbia Univesity”, “Mayo Clinie”, “Stanford
University School of Medicine” e “Washington University ™,

Na Inglaterra, a “Oxford University” fol a pioneira nos estu-
dos terapéuticos da penicilina. Nos cutros paises, que posierior-
mente comegaram a produzir penicilina ou recebé-la por importacan,
prigcipalmenie dos Estados Unides, também foram feitos estudos.
terap8uticos. Sendo vastissima a atual literatura, preferimos apre-
sentar apenas os resulfados dos trabalhos consultados gue julgamos
maig inferessantes e Importantes tornande, déste modo, o presente
capitulo mais conecise e de leitura menos exaustiva. Considerare-
mos primeiramente a terapéutica local e, a seguir, ¢ emprégo sis-
témico da penicilina,

TERAPEUTICA LOCAL PELA PENICILINA

A principio, na terapéutica local, foi usada, exclusivamente, a
penicilina bruta; entretanto, atualmente, com a producfo em grande
escala de preparactes da penicilina purificada, estdo sendo empre-
gadas soluctes dos seus sais, )

BEMPREGO LOCAI DA PENICILINA BRUTA

Apés ter Fleming, em 1929, sugerido o use da penicilina bruta
para o tratamento local de feridas infectadas, numerosog pesquisa-
dores empregaram-na, com fim ferap8utico, em processes Infeccio-
sos locals,

PuLverTarT 224, psando em alguns casos o filirado de cultura
do Penicilium notatuwm, obteve bong resultados pela aplicacdo local.

F1scHER 8¢ f8z estirdos minuciosos com a penieilina bruta, que
se mostrou de grande valor no tratamento local das infeccbes. Veri-
ficou que nido era téxica para animais, quando administrada por
via oral ou parenteral. HEstudando sua acfo sdbre os estafilococos
verificou que 13% das culturas eram resistentes. As concentra~
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-gdes elevadas de penicilina bruta s&o bactericidas e as solugdes fra-
cas sfo apenas bacterioinibidoras.

VOGEL 293 preparou em casa a penieilina bruta e diz ter obiido
bons resuitados pela aplicacio local em 29 cascs de infeccbes piogé-
nicas superficiais.

ROBINSON e WALLACE 2% empregaram a penicilina bruta, local-
mente, por processo muito interessante. Consisiia em deixar eres-
cer o Pericillium wnotatum em camadas de gaze embebidas de meio
-especial de cultura e aplicadas sbbre o local da infecgdo. Trata-
ram com bouns resultados 3 pacientes com osteomielite, 1 com furun-
citlose e outro com abscessos superfieiajs,

Nio achamos recomendavel tal processo porque exige técnica
rigorcsa para se evitar as contaminacdes que podem inativar a pe-
niciling formada (como por exemplo o bacilo coli o certas racas
-de B. subiilis). Outro inconveniente foi lembrado por RAPER e
COGHILL 23? gue chamam a atencfo para o fato da penicilina bruta
.conter proteinas do cogumelo para as quals certos individuos podem
estar sensibilizados, tornando assim sua aplicacfio perigosa em
_grandes Areas lesadas.

EMPREGC LOCAL DA PENICILINA PURIFICADA

' BepENHAM ¥ uson & penicilina purificada e a sulfanilamida
‘no tratamento de dleeras cuténeas e quelmaduras infectadas. Ve-
vifieou que a penicilina age muito melhor nas infeecbes estreptocd-
.cicas e estafilocdeieas, inclusive sbbre os estreptococos sulfamido-
resistentes. Usou solugtes aquosas de penicilina contendo 160 &
500 Unidades Oxford e sob a forma de creme contendo 100 a 500
unidades por grama e verificou gue 8ste era melo eficaz e econd-
mico para tratamento de queimaduras e Glceras superficiais, Apli-
cado cada 24 horas, removia os cocos Gram-positivos de extensa ares
infectada, no prazo de 4 a 6 dias.

Empregou ainda a penicilina sob g forma de p6, assoclada 3
.sulfanilamida. Para cada grama de pé de sulfanilamida adicionava
1.000 Unidades Oxford de peniciilina séca, Verificou ser o pd menos
~ativo do que o unguento, talvez por ser rapidamente dissolvido no
liguido dos tecidos, o que facilitava sua fécil absorcio., CLARK
e colaboradores *® usaram, também, a penicilina, sob a forma de
~¢creme, para o tratamento local de 54 casos de leses por queima-
dura, infectadas por estreptococos hemoliticos e estafilococos. Em
41 cases {769 ) os germes desapareceram das lesdes, dentro de
-¢inco dias.
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GOLD 117 gbteve sucesso no tratamento local de ferimentos sépti-
08, com creme de penicilina. Num eazo rebelde de impetigo da
face, obteve cura, em 4 dias, aplicando-o localmente, 2 vézes por dia;
eontinha, por grama, 500 Unidades Oxford de penicilina sédica.
A base do creme era composta de partes iguais de lanolina, éleoc de
figado de bacalhau e dgua.

SOPHIAN e CONNOLLY *™ empregaram, com bons resultados,
creme evanescente contendo, por grama, 1.000 Unidades Ox-
ford de penicilina, no iratamento local de 5 pacientes com fu-
runculose, 2 com sicose de barba, 2 com celulite cronica além
de cutros. Verificaram que adicio de 0,19 de “Aeroso]l M A”
4 base do creme, para f{acilitar a penetracfio, era preferivel ao
“Triton” ou “Duponol C”. O poder de penefracfio da penicilina
do ereme medido pela inibiclc bacteriana fol observado em tubes
de Agar em pé, semeados com B. subtilis.

Prok #8 tratou cases de antraz em individuos diabéticos e
phservon melhora muito lenta, pela administracio de penicilina por
via intramuscular. A melhora foi quase imediata, gquando injetou,
diretamente nos tecidos lesados, soluglo salina contendo 100 a 1.000
Unidades Oxford de penicilina por em?®.

FLOREY ¢ FLOREY ¥ empregaram a penhicilina no ftratamento
Iocal de 172 pacientes com infeccBes oculares, da mastoide e outras,
wobtendo bons resuliados na maloria dos cases, Verificaram que,
‘para use local eram necessarias quantidades relativamente pequenas,
Em virtude do sal de sédio ser muite higrosedpico, preferiram
empregar o 3al de cdlciop da penicilina em solucfo ou sob a forma
de pb,

Empiemns — TILLET e colaboradores 278 {rataram 8 pacientes
¢om empiema preumocteico sulfonamido-resistentes por aplicacho
local de penicilina. Injetada por via intrapleural mostrou-se ativa,
eliminando a Infec¢lio e evilando a necessidade de drenagem cilir-
wica. A fim de se obter 4timos resultados, os antores recomendam
puncionar o emplema, esvasiar a cavidade por aspiracio e injetar
algumas centenas de centimetros ctbicos de soluclo fisiolégica de
cloreto de sddio. Imediatamente apéds, fazer a injecio local de 30
2 50 em?® de solucio fisiolégica contendo, no $otal, 30.000 a 40.000
Unidades Oxford. Esta injecio intrapleural & repefida cada 48
horas, pelo menos, trés vézes.

A atividade antibacteriana da peniciling assim administrada
mantém-se, pelo menos, 48 a 72 horas apds a injecfio. Estes resul-

14
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tados sugerem ser desnecessdrio praticar a toracocentese com inter-
valo menor que 2 dias,

Oftalmics — FLOREY ¢ FLOREY %8 {rataram 89 pacientes com:
infeccGes oculares aplicando, localmente, a penicilina em agua des~
tilada ou em ungiienio de vaselina, na dose de 400 a 800 Unidades.
Oxford por ¢m?® ou grama. O ungiiento & preferivel por parantir
menor desperdicio; porém, quando o paciente se queixa de sensacfio
de aguecimento pelo ungiiento, deve-se fager nova aplicacio, O
tratamento deve ser continuado até que as culturas se tornem ne-.
gativas.

Um dos casos mais intersssanies de FLOREY e FLOREY %5 foi o-
de um recém-nascido com oftalmia gonocbeica Gue permaneceu
resistente & ferapéutica pela sulfapiridina e irrigacdes duranie &
semanas e meia. A infeccdic desapareceu em dois dias, com o use
de soluclio de peniciling em Agua destilada, em concentracfo de
1.200 unidades por cm3, A solucfo foi instilada de hora em hora.
Apbs 12 horas o pus diminuiu considerivelmente, desaparecendo-
em 2 dias. O exame bacterioscOpico, 8 dias andy a interrupcio do-
tratamento, ndo revelou presenca de gonococos.,

SALMANN #% {8z estudes sbbre o uso lecal da peniciling e ve-
rificon que a aplicacfio, nes seus préprios olhos, de solucfo a 0,25%
nio determinava efeitos irritantes. Observou, também, a acio fe--
rapéutica da penicilina em infeccdes experimentfais da cAmara an-
terior do Olho de coslho, produzidas por pneumococo.  Verificon.
gue a introducho iontoforética de penicilina sédica, em solucio a
0,1% w 0,25%, era mais eficiente nos casos graves do que a sim-
ples irrigacio da cbérnea. No entanio, aplicacdes lontoforéticas re-
petidas determinavam, em alguns casos, lestes da ebrnea.

SALMANN e MEYER #0 observaram que, em coelhos, peguenas
guantidadeg de penicilina penetram no humor aguoso por via san-
guinea. Fizeram estudo comparative do grau de penetracio da’
penicilina por aplicaclo iontoforética ou por simples banho da.
cOrnea. Verificaram que, apés uma aplicaco iontoforética, ¢ hu-
mor aguose revelava poder antibacteriano durante cérea de 4 horas,.
enquante que, o banho simples da cbrnea, com soluclo de igual
concentracfo, apenas 2 horas,

SALMANN % £8z, em coelho, uma inoculacio intralenticular de
Clostridium welchil. Resultou enqoftalmite destrutiva que ndo fok
coibida pela aplicaciic da penicilina, 6 horas apoés.
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RoOBSON e ScoTT ?4* fizeram tratamento experimental de lesGes
da cérnea de coelho provoeadas por Staphylococeus aureus. Opti-
veram resultadgs satisfatérios com aplicagdo local da penicilina
quando o tratamento era iniciado 1 hora apds a inoculacdo do
germe. Houve pouco ou nenhum resultado com o tratamento ini-
ciado 24 horas apds a infecclo experimental da cérnea. Verifi-
caram, entretanto, que o Staphylococeus sureus era eliminado da
flora do saco comjuntival pela aplicacio local da penieilina 25,
Infecehes bucais

HERRELL e NICHOLS ' relataram a eficiénela da penicilina no
tratamento de 5 pacientes com extensa inflamacio da mucosa do
asscalho bucal, 2 dos guais apresentavam bacteremia como com-
plicacfio. A melhora dramatica alimentou a esperanca de que a
penicilina evita a necesgidade de tratamenfo civiirgico radical e
extensivo ¢ reduz a freqiiéncia ¢ a severidade das complicacdes,
Segundo SOPHIAN e CONNOLLY 279 obtém-se resultados tio bons no
tratamento das infecgBes bucais com uma irrigacio didria da boca
com 5.000 unidades de penicilina, como pela administracio de
grandes doses, por via inframusecular. Esta observaciio pode, em
parte, ser explicada pela auséneia de climinacio de penicilina pela
saliva apdés administracio parenteral como observaram RAMMEL-
KAMP ¢ KEEFER %52,

Queremos lembrar que as inflamacles da cavidade bueal zfo,
com muita freqiiéneia, causadas pela associaglo fusc-espirilar (fu-
so-egpiroquetose). E bem possivel gue os resuitados satisfatérios
obtidos no tratamento das infeccdes bucais dependa, em parte, da
sensibilidade do Treponema vincerdi i penicilina visto que ji ba
observacdes suficilentes demonstrande grande sensibilidade do es-
piroqueta da sifilis (Treponema pollidum.).

Mastoidites

FLOREY e¢ FLOREY "% usaram sal de cdlecio da penicilina, que &
menos higrescépico que o de sddio. G de calelo, usado em so-
luedes ou sob a forma de pd, mostrou-se sabisfatério e de mais
conveniente aplicacdo. 22 pacientes com infeccfio da mastéide fo-
ram tratados, por aspiracio do exsundato e instilacfo, por meic de
um tubo inserido na abertura cirtrgica. O titulo da solugho de
penicilina varioun de 250 a 500 Unidades Oxford por c¢m3, sendo
usada a média total de 17.300 unidades. A administracfio se féz
em cada 6 horas nos cineo primeiros dias e, em cada 12 horas,
nog dois seguintes. Houve cura primaria em 19 dos 22 pacien-
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tes. O ouvido deixou de purgar nos primeiros curativos (5 dizs)
ou dentro de 10 diag apds & intervencéo cirfrgica. Dols casos de
insyvesso foram atribuidos & inexperiéneia da téenica de aplicacio,
Sinasites

FLOREY ¢ Frorzy % frataram 11 pacientes eom sinusite erd-
nica com soluglio de penicilina contendo 206 a 500 unidades por
em3. Nog selog paranasais longes e fortuosos a solucBo fol inje-
tada sob pressic atravég de cateter, inserido no ponto mais dis-
tante possivel. A aberiara foi fechada com borrachs imediata-
mente apds a retirada do cateter. Nos sinus curtos & penicilina
foi introduzida sob a forma de pd. Q tratamente foi continuado
até que os exames culturais revelassem auséneia de germes ou s0-
mente presenca dog nko patogénicos. Dos 11 pacientes ¢ foram
curades em periodos de 20 dias a 4 semanas,

TERAPEUTICA SISTEMICA PELA PENICILINA

A penicilina, o poderoso agente quimicterapico qua veio de-
por nas méios do clinico o melhor recurso para o tratamento de de-
terminadas infeccbes microbianas, nfo deve ser cousiderada pa-
nacéia universal, De poderoso agente antibacteriano, porém de
acilo eminentemente seletiva, deve-se esperar éxito terapéutice ape-
nas nos processos infecciosos determinados por microrganismos a
gle sensiveis. Torna-se, pois, necessirio estabelecer o diagndstice
etiolégico antes de se instituir a terapéutica pcla penicilina.

O diagnésiico de um agente patogénico penicilino-zsensivel £
o ponto basico gque orienta o ierapeuta sdbre o modo e via de ad-
ministraciio da droga e sdbre as doses a serem empregadas. Da
posclogia adequada depende o sucesse terapéutico; sendo a peni-
cilina substineia mui facilmente eliminada pelc organismo, exige
administracio continua, ou intermitente, com intervalos conveni-
entes, para que se manienha em circulacio durante todo o fempo
conceniracio ferapéutica. O contrdle dessa concenlracdo pode ser
feito pela deosagem da atividade inibidera ne sbro sangnineo sb-
bre o microrganismo patogénico,

TRATAMENTO DAS INFECQOES ESTAFILOCGCICAS

Com o advento da penicilinoferapia o sério problema da tera-
péutica das estafilococias foi satisfatdériamente resolvido. Néo po-
demog ainda dizer —otimamente— pois, ac lado do grande nd-
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mero de estafilococias graves, admiravelmente curadas pela tera-
péutica penicilinica, n&o s&0 poucos og casos em gue ela falhou,
Entre os estafilococos que s8o bactérias da mais alta sensibilidade
4 penicilina enconfram-se racas pouco gensiveis e oulras comple-
tamente insensiveis,

PULVERTAFT 224 verificou que 13% dos estafilococos sfio insen-
siveis & penieciling.

PIREs DE MESQUITA ¥4 gque estudou, minuciosamente, as es-
tafilococias em todos os seus aspecios, verificoy serem entre 157
racas de estafilococos, 19 penicilinc-resistentes, Destas, 8 nido eram
plasmocoagulantes e nfo eram lisadas pelo bacleriéfago homologo;
apenas 1 era hemolitica, As 11 restantes, consideradas patogénicas,
representavam 15,09% do fotal das racas estpdadas, Diante désses
resultados nfo é de se estranhar, por exemplo, um caso de septicemia
estafilocéeica, observado por CINTRA DO PRADO 2! em que a penicili-
na falhon, mesme com administragic de 2 milhdes de Unidades Qx-
ford. Talvez ge tivesse sido feito nesse caso contrble de agio tera-
péutica, pelas provas de inibicko “in vitro” com a raga isolada,
fosse possivel prever a resisténcia & droga.

S6bre a resisténeia des estafilococes, Topn, TURNER e DrEw 279
fizeram recentemente estudes inferessantes. Verificaram que
duas racas plasmoececagulanies, que haviam se tornade resistentes
por eultivo em guantidades crescentes de penicilina, voltaram a ser
sensiveis apds serem repicadas, didriamente, em ecaldo sem peni-
cilina,

Ao contrario da observacio de SCHMIDT ¢ SESLER %% gibre a
persisténcia da resisténela adguirida pelas racas de pheumococos
tipo III, a registéncia adquirida pelas racas de estafilococos estu-
dadas por Tobp e col. ™ nio constituia caracteristica permanen-
te. A possibilidade de resisténeia temporaria fala a favor da ne-
cessidade, principalmente mnos casos graves, de contrdle da ativie
dade ferapéutica do sdro sanguineo, durante o tratamento, pelas
provas de inibicfo “in vitro” sbébre o germe patogénico, e da ad-~
ministracfio inicial de dosey elevadas como, alids, se d4 eom as sul-
fonamidas, A

Com éstes cuidados se pode esperar do emprégo da penieilina
em infeccdes por estafilococos penicilino-sensiveis, resultados in-
comparavelmente melhores do que com gualquer outre recurso te-
rapéutico, Analisemos os resuliados cobtidos receniemente por al-
guns autores.
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HARFORD e colaboradores %7 frafaram com peniciling 20 pacien-
tes eom infecclio estafilocdeica generalizada 1 dog quais apre-
sentava bacteremia., As doses variaram de 5.000 a 40.000 Uni-
dades Oxford administradas cada 2 ou 4 horas. O sal s6dico da
penicilina contende 300 unidades por miligrama foi diluido em solu-
céo fisiologica que ficou conservada em geladeira no intervalo das
injecdes. Entre os 16 pacientes, 11 se restabeleceram, embora apre-
gentagzem pnumeonia estafilocdcica metastaticn; og cutrog morrveram,

Trataram, também, 8 pacientes com endocardite bacteriana agu-
da causada pelo Staphylococcus aureus. Um morreu, mas os outros
mostraram-se clinicamente curados apbs 2 a 4 meses,

HERBST ¢ MERRICKS 13 trataram um paciente com septicemia
provocada pelo Staphylococeus olbus, que ocorrera apds nefrosto-
mia para extracio de célculos renais. Tratava-se de caso grave
em gue se empregou 8.355.000 Unidades Oxford de penicilina.
Apesar de usarem o &cido p-aminohipirico, a fim de diminuir a
eliminacio da penicilina, & cura completa sé foi possivel apds dre-
nagem cirdrgica dos abcessos renais secundérios. Rste caso nos
induz a admitir que a referida raca de St. albus era, como no caso
examinado por CINTRA De PRADO 221, resistente & penicilina. Neste
caso também podemos admitir a hipélese de gque a penicilina néo
atuasse por néo ter atingide, no interior do abeesso isclado, concen-
tracic adequada.

SILVERTHORNE %7 trafou com peniciling dois pacientes com
septicemia estafilocdcica resistente ao tratamento sulfonamidico. A
cura fol rédpida e, apesar de se {ratar de criancas, ums com 6 sema-
nas de idade, nfio fol notada qualguer reacfio. HERRELL ¥7 empregou
em & pacientes com infeccdes produzidas pelo Staphylococeus aureus,
penicilina, por via endovenosa, obtendo resuitados satisfatérios.

KEEFER e colaboradores 19¢ recomendam para o tratamento das
egtafilococias graves a administracao total de 500.000 a 1.000.000
de Unidades Oxford. Os melhores resultades foram obtidos em tra-
tamento continnado por 10 dias a 2 semanas, 10.000 unidades, pelo
menos, devem ser administradas cada 2 ou 3 horas, no inicie do
tratamento, gquer por injecio éndovenosa, continua ou interrompida,
guer por intramuscular.

WILLIAMS e NICHOLS 1% {rataram dois pacientes com osteomie-
lite do frontal com penicilina ¢ obtiveram resultado satisfatdrio.
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Wum déles, em que a sulfadiazing nio ders resultado, isolou-se do
gangue uma raca hemolitica de Staphylococcus aureus.

GUDIN e NEIVA 1t obtiveram &xito terapéutico, em dois casos
tebeldes de osteomielite, combinando o tratamento eimirgico, em sala
asséptica com a adminisiracio de penicilina por via intrarterial.

KEEFER ¢ colaboradores 15% afirmara que, entre 55 pacientes com
-osteomielite, 48 foram curados cu melhoraram com o use de penici-
lina; os outros nio obtiveram resultados que satisfizesse. Pelas ex-
pressées “curados ou melhorados™ os aufores quizeram dizer gque “as
feridas ou os sinus ficaram ecompletamente Hmpos pelo tratamento
ou gue os estafilococos desapareceram do exaudato ¢ ag lesdes fica-
ram limpas”. Usaram variag vias de administredo, endovenosa
continua, endovenosa ou intramuscular infermitente, e tratamento
Tocal.

Desejamos lembrar que nas estafilococias reineidentes ou rebel-
des onde tudo leva a pensar em “terrenc” inadequado, ou seja, con-
-digdes deficientes de imunidade, & conveniente o emprégo da anato-
xina estafiloeteica, pois a penicilina cura mas ndo determina pro-
‘teco ulterior duradoura.

TERAPEUTICA DAS INFHCCQHER ESTREPTOCOCICAS

O género Streptococous abrange varios grupos de bactérias
wuja sensibilidade & penicilina varia muito. Dos grupos A, B, C, D,
E, F, G, H e K de Lancefield, caracterisados por reacdes de preci-
‘pitacio, BIER2* ressalta a importéncia do grupo A que abran-
-ge, praticamente, todos os estreplococos hemolitices patogénicos para
o homem =eja qual for sua origem: escarlatina, erisipela, infeccéo
puerperal, amigdalite, feridas infectadas, abcessos, meningite, em-
piema, nefrite, ete. Antes do advento da penicilinotervpia, SfLvio
L.ago *%_ considerando a erisipela como a mais comum das infecgbes
estreptocdeicas, alirmou que a sulfamidoterapia era o mais eficiente
meio terapéutico. Embora ag sulfonamidas continuem sendo pre-
viosos e eficientes recursos terapéuticos, a penicilina é, atualmente,
- agente quimioterapico de eleiclio nas infeccbes estreptocdcicas, Sua
acio foi revelada até nas endocardifes bacterianas subagudas de-
terminadas pelo Strepfococeus viridens, germe resistente gue, de
‘modo raro e apenas temporidriamente, responde &s sulfonamidasg %,
Com efeito, DAwsoN e HUNTER 7%, entre 20 casos de endoeardite
‘subaguda estrepfocdcica, obtiveram cura em 15, pelo tratamento
associado de penicilina e heparina.
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A dosagem didria da penicilina variou de 80.000 a 500.000
Unidades Oxford e a quantidade total administrada a cada paciente
variou de 830.000 a 37.700.000 Unidades Oxford.

A gquantidade de heparina administrada foi de 200 miligramas:
em cada 4 ou 5 dias em alguns pacientes e menos em outros. A
maioria tolerou o tratamento de modo satisfatério; os outros guei-
xaram-se de dbr no loesl das injecdes.

HARFORD e colaboradores **7 trataram com penicilina 3 paclen-
tes com endocardite bacteriana subaguda devida ao Streptccoccus
viridans. Um morrea: os oufros apresentaram reincidéncia da mo-
léstia logo apbds terminado o primeiro curse do tratamento, tendo
sido, enfdo, submetidos a novo tratamenio e, apés mais de dois
meses, n&o apresentaram sinais de reincidéncia.

HERRELL Y nio obteve resultado favorivel, havendo empregade
apenas 128.000 Unidades Oxford num paciente com endocardite es-.
treptocheica; porém, FLOREY e FLOREY %3 verificaram melhoras em.
paciente com endocardite produzida pelo Strepiococeus viridans.

LoEWE e colaboradores 1% trataram sete pacientes com endocar-
dite subaguda com peniciling e heparina associadas. A primeira foi
administrada na veia, gbta a géta, ¢ a heparina por via subcutinea..
QObservaram melhora riapida dos pacientes, cujas hemoculiuras se
tornaram negativas. A cbservacdo da constincia de resultados
daria seguranca sbbre a eficifneia désse método terapéutico. E
convenients lembrar que, em cagos semelhantes, KATZ e BiLpK %
experimentaram as associacdes heparina-sulfonamida e heparina-sul-.
fonamida-arsfenamina, ndo obiendo gualquer resultado,

WHITE ®¢ diz nfo ter obiido resultados satisfatérios em 5 pa-
cientes com endocardite bacteriana subaguda tratados com sulfona-
midas associadas & dicoumarina (100 — 200 mgrs, por dia) ao
invés <de heparina.

KrrpreEr e colaboradores 15 apresentaram os resultados do tra-
tamento pela peniecilina em 17 pacientes com endocardite bacteriana,
relatando 4 casos de morte, 10 sem alteraciio do curso da infeccio
¢ 3 com melhoras dugrante o tratamento. Em doiz déstes niliimos.
houve reincidéncia guande o ftratamento foil inferrompido. O pe-
riode de tratamento foi de 9 a 26 dias e as quantidades totais admi-
nistradas oscilaram entre 240.000 e 1.760.000 Unidades Oxford.
Dizem que algumas racas de germes pareciam ser ligeiramente mais.
sensiveiy do que outras e que havia a possibilidade da esterilizacio
tempordria da corrente sanguinea, em alguns cagos, pelo menos.
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WHITE @* i{ratou 9 pacientes com endocardite bacteriana
subaguda, sendo 6 mulheres e 3 homens cujas idades variavam de
17 a 70 anoz. Todos, com excecho de um, apresentavam afecgdo
eardiaca reumatismal. Em 6 casos foram encontrados estreptococos
alfa-hemoliticos; em 2, estreptocoeos nfo hemoliticcs e em um, es-
treptococo beta-hemolifico. A dose de penicilina variou de 100.000
a 288.000 unidades didrias, por perfodo de duag a quatre semanas,
tendo sido a média 200.000 unidades por dia, duranie 3 semanas,
Apenas em 4 casos houve aparentemente bons resuttadog, 3 dos quais
ge apresentaram cliniea e bacteriologicamente “eurados” 7 semanasg,
5 e 8 meses apds o tratamento, vespectivamente.

MITCHELL e RAMINESTER *°! curaram com penicilina um pa-
ciente com infeccfic puerperal e septicemia preduzida por estrepto-
coco hemolitico sulfenamido-resistente. KEEFER e colaboradores i8¢
relataram resultados obtides em 28 pacientes com infecclo por es-
treptococos hemoliticos sulfonamide-resistentes, tratados com peni-
cilina; 18 foram curades ou melhoraram conzideravelmente, 7 mor-
reram e 3 nio revelaram acgio terapéutica. De 6 com infeccdo por
estreptococos anaerdbios, 5 possuiam infecciio uterina. Déstes, 3
curaram-se e 2 morreram, um por embolia pulmonar e o outro de-
vido a abscessos multiplos dos pulmées. O sexto paciente, que apre-
sentava fratura do crdnec, com meningite, curou-sel®,

PLUMMER e colaboradores? estudaram clinica e baecteriold-
gicaments 54 casos de amigdalite e laringite aguda, dos quais 45
apresentaram culturas positivas de estreptococos hemoliticos do gru-
po A (Lancefield). Dos pacientes com infecciio estreptocéeica, 28
foram tratados com peniciling, administrada por via intramuscular,
na dose de 15.000 unidades ecada 4 horas, durante periodo que
variou de 24 horas a 6 dias. A penicilina mostrou aclo intensa
sébre os estreptococos do nasofaringe.  As culturas feitag 24 horas
apds o inicio de tratamente foram quase sempre negativas, Houve
reincidéneia de faringite e amigdalite em 4 dos 9 pacientes tra-
tades durante menos de 4 dias, porém nos 10 casos em que o tra-
tamento durou 6 dias, n8o houve reincidéncia.

BLAKE e CRAIGE® frataram £ pacientes com infeccdo supura-
tiva pulmonay resistente & sulfadiazina; em dois, produzida por es-
tafilococos e em um, por estreptococo hemolitico. As respostas fa-
voravels & penicilina alimentaram a esperanca de se curar infeccoes.
pulmoenares supurativas por meiog clinicos ao invés de cimirgicos.
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TERAPEUTICA DAS INFECQOES PNEUMOCSOCICAS

Em 1942, POWELL e JAMIESON 219 ohservaram o efeilo {erapéu-
tico da penicilina em infecefes pneumocdcicas experimentais em ca-
mundeonges, resistentes ou nédo as sulfonamidas.

TILLET e colaboradores 7% isolaram, de dois pacientes, amostras
de pneumoceeos tipo I e IIT que eram completamente resistentes 3
sulfadiazina.  Asg infeccbes produzidas, em camundongos, por &sses
germes, responderam muilo bem ac tratamento pela penieilina,
Com o uso de apenas uma dose de tirotricina nfo houve protecio
satisfatéria.

TILLET e outres ¥® trataram 46 pacientes com pneumonia lobar
& empiema ¢ estudaram, comparativamente, oz diferentes modos de
administracio, dosagem, intervalo de tratamento, fempo de duracio
do tratamento e reincidéncias. 14 gue apresentavam pneumonia
pneumocécica, tratados com penicilina, foram curados. Logo apds
o inicio do tratamento houve melhora clinica, desaparecendo rapida-
mente a bacteremia presente em alguns casos. Os autores, basean-
do-se nessas observacdes, sugerem ag seguintes doses para o trata-
mento:

“Casog de gravidade média: 10.000 unidades de penicilina,
dadas, inframuscularmente, cada 3 horas, 4 vézes em cada um de
trés ou possivelmente quatro dias sucessivos,

Jasos sériamente graves: 25.000 unidades, dadas endovenosa-
mente, cada 3 horas, nas duas primeiras doses do primeiro dia, se-
guidas por 10.600, intramuscularmente, com intervalos de trés
horas, para as duas segundas doses do primeiro dia. O tratamento
subseqiiente do segunde, terceiro e quarto dias segue o plano estabe-
lecido para os casos de gravidade moderada, isto é, quatro doses de
10.000 unidades, cada trés horas, em cada dia™,

Lembram a necessidade de se prolongar o fratamento por 3 ou
4 dias, no minimo, a fim de evitar reincidéncias. Quando f6r in-
terrompido precocemente e houver reincidéncia durante os trés pri-
meiros dias, a terapéutica deve ser continnada “até os elementos de
imunidade ou outros fatbres na evolucio da moléstia se tornarem
ativos™ 278,

Contrastando com o que geralmente tem sido aceito, que a peni-
eilinoterapia deve ser feita por administrac@o continua ou por in-
jecdes com intervalo minimo de 3 horas, oz estudos de TILLET e co-
laboradores '8 parecem indicar que os resultados terapéuticos foram
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igualmente satisfatédrios com intervalos de 12 oy 16 horas entre os
tratamentos de cada dia ou continuando-se o tratamento através de
24 horas. Trataram com penicilina 8 paeienies com empiema
pheumocdeice, 7 dos quais surgiram como complicacio de pneumonia
lobar. A administracio de sulfadiazina na cavidade do empiema
tinha sido ineficiente apesar de o exsudato fer contido 415 mgr. de
sulfonamida por cento. A injecdio intrapleural de penieilina eurou
a infeccdo evitando, assim, drenagem eirargica, Resullades 6fimos
foram obtidos pela administracfio de 80.000 a 40.000 Unidades
Oxford na cavidade pleural, apés a aspiracio do liquido e irrigacio
com alguns em?® de soluclo fisioldgica. ‘

. KEerer e colaboradores 1% verificaram que a administracio
didria de 100.000 Unidades Oxford de penicilina, durante 3 dias,
curava 0s pacientes com pneumeonis pneumocdeica. Resultados me-
Thores podem ser obtidos pela administracdo didria de 60.000 a
90.000 unidades, durante 4 a 7 dias.

HARFORD ¢ colaboradores 27 frataram, pela penicilina, 9 pacien-~
tes eom meningite pneumeocdeica, dos quais 8 foram curados: déstes,
3 apresentaram reinecidéncia que fol veneida pela continuacio do
tratamento.

Verificaram que a penicilina era eficiente no tratamento da
pneumonia preumocéeica, porém fathou em 2 casog de empliema, até
gue se féz a drenagem cipirgica. SWEET e colaboradores ™ trata-
ram, pela penicilina, 18 pacienfes com meningite pneumocdcica; de
3 em que o tratamento foi feito s6 com penicilina, 2 morreram. Dos
13 casos em que esta fol associada as sulfonamidas, houve 7 letals.
Trataram 40 pacientes com a mesma moléstia com sulfonamidas,
dog gquais apenas 2 foram salvos. Observaram severcs sinfomas
neurclégicos com o fratamento pela penicilina administrada por via
intratecal e intramuscular,

BARKER 2 fratou um paciente com sindroma de Gradenigo
(otite média com cefaleis e paralisia do sexto nervo do mesmo
lado) complicada com meningite pneumocéeiea. Obteve resultado
gatisfatério assseciade sulfadiazina & penicilinoterapia, por via en-
dovenosa e intrarraqueana. E possivel gue nesse €aso 0 sucesso
tenha dependido da aclio sinérgica entre a sulfadiazina e a penici-
lina, como verificara UNGAR ?87 com a sulfapiridina,
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TERAPRUTICA DAS INFECCOES GONOCOUICAS

Oz resultados obtides com o tratamento da blenorragia pela.
penicilina s@o bastanfe animadores em virtude da grande sensibi-
lidade dos gonococos a esta substincia.

ABRAHAM e colaboradores? afirmaram que a penicilina diluf-
da a cérea de 1:2.000,000 inibiy o crescimento de 6 diferenies ra-
cas de Neisseria gonorrhoeae, HERRELL, C00K e THOMPSON 136 fi-.
zeram provas “in vitro”, da sensibilidade de 3 racas de gonococos
a diluicBes de penicilina a 1:100.000 e a 1:200.000. Verificaram
gue o nlmero de germes vives de duas racas diminuiu eonsidera-
velmente, apds o contacto com a penicilina entre uma e duas ho-
ras, ¢ na outra raca, entre a segunda e a terceira hora. Toedos
0% gOenocoeos morreram apés contacte com a peniciling darante 3
cu 4 horas, : Lo

Trataram 5 pacientes com gonorréia resistente as suifonami-
das, A dose total, em cada ecaso, variou de 68.000 s 104.000
Unidades Oxford. Pela administracio de doses adeguadas de pe-
nicilina tornaram-se negativas as eulturas de wrina e de secrecao.
prostatica, apds 17 a 48 horas,

CoHN, STUDDIFGRD ¢ GRUNSTEIN % trataram, com gquantidades.
diferentes de penicilina, 44 mulheres com gonorréia, das guals duas
cram sensiveis as sulfonamidas e 42 nfo reagiram, pelo mmenos, &.
duas séries de tratamento com o sulfatiazol. Apds cérea de 12
horas do inlcio do fratamento, og exames baeclteriolégicos do ma-
terial em 43 dos 44 pacienfes com blenorragia fornaram-ze nega-
tives. Somente em um caso houve reincidéncia apds a adminis-
tracio de dose total de 50.000 Unidades Oxford; houve, enfre-.
tanto, reacfo favordvel com doss suplementar de 100.000 ynida-
des. Estes autores acham que a dose fotal de 75.000 Unidades
Oxford de penicilina parece suficiente no tratamento da gonor--
réia, nas mulheres. Este tratamento pode ser completado dentro
de periode de 6 horas. Uma erianca de 5 ancs de idade com va-
ginite gonocdeica resistente as sulfonamidas apresentou resultados
bacteriolégicos negativos com dose total de 40.000 Unidades Ox-
ford. N#o foram observados efeifos toxicog devidos & adminis-
traclo da penicilina.

Dois pacientes com blenorragia aguda, com diagnéstico elucidado.
pelo exame bacterioscdpico da secrecio uretral, foram por nés tra-
tados com peniciling sédica na dose fetal de 100,000 Uridades Ox--
ford. O fratamente durou 10 horas, pois, aplicamog injecdes de:

i
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10.060 unidades cada hora. O tratamento foi iniciado as & ho-
Tas da manhd e a Gltima dose foi administrada as 6 da tarde.
Administramos as injeces por via intramuscular exceto a primeira
dose, gue foi feita por via endovencsa. 48 horas apés o infeio
do tratamentoc ambos os pacienteg estavam clinica e bacterioldgica-
mente curados, O sal sddico da penicilina foi diluido em soluedo
fisioldgica de clorefo de sédio de modo a conter 10.000 unidades em
2 em®.  Conservamos esta solucio durante todo tempo em geladeira,
retirando-a apenas no momento de aplicar as injecdes, N#Ho cbser-
vamos quaisquer ginais de intolerdncia; queixaram-se og pacientes
apenas de lgeira d6r local, logo apds a administracio intramus-
cular.

Coox, PooL e HERRELL ®® empregaram a penicilina, com su-
cesse, emn 14 casos de gonorréia, dos guais 13 eram suifonamido-
resistentes, O agenfe terapéutice foi adminisirade por via endove-
nosa, método continvo, gbta & géta, ou por via intramuscular. A
maior dose total unsada para se obter cura de 11 homens foi de
116.000 Unidades Oxford e a mencr 65.000. A dose total ma-
xima administrada a uma das 3 mulheres tratadas foi de
162,000 Unidades Oxford e de 113.000 a mirima, havendo cura
em todos os casos. KERFER e colaboradores ™, membrog do
“Committee on Chemotherapeutic and Other Agents of the Natio-
nal Research Council”, disseram que “ os resultadog do tratamento
das infeccbes gonocteicas pela penicilina tém sido extraordinaria-
mente bons”. Entre 129 pacientes tratados pelo grupo do Dr. J.
F. MAHONEY e colaboradores, do “United States Public Health Ser-
vice”, desapareceram, em 125, os sintomag e tornaram-se negati-
vag ag culturas dentro de uwm periodo de 9 a 48 horas apds a admi-
nistracio de 100.000 a 160.000 Unidades Oxford. As doses va-
riaram de 10.000 unidades eada 3 horas (18 doses) a 20.000 cada
3 horas (5 doses) ou 25.000 cada 3 horas (8 doses). Em todos
éstes pacientes, curados com s penicilina, as infeccdes eram sulfo-
namido-resigtentes. Diante de tals resultados, os autores assim se
expressaram:  “Here, then, iz a most potent weapon in the treat-
ment of sulfonzmide resistent gonerrhea, and it is not too much
to predict that penicillin will prove to be one of the most effeciive
agents in the treatment of a disease that causes great ineffective-
ness in the forces and in the eivilian population™.

MAHONEY e colaboradores declaram, em oufro trabaltho 153, que
a3 injecBes intramusculares de 10.000 unidades de penicilina
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sodica em 2 em8 de dgua, cada 3 horas, numa dose total de 160.000
unidades, administradas em 45 horas, produziram resultados ex-
celentes num grupo de 72 pacientes do sexo masculine, com gonorréia
suifonamido-resistente de 10 a 330 diss de duracio. Na maioria.
dos pacientes as culturas do material uretral e prostatico foram
negativas, 24 horas apds tratamento pela penicilina.

GRIFFEY 130 obteve eura completa e rapida em paciente com ble-
norragia complicada com conjuntivite gonoebeica. Aplicou 10 in-
jecbes intramusculares de 25.000 Tnidades Oxford de penicilina
sddica, uma em cada 3 horag. B horas apds ferminar o tratamento,.
o8 esfregacos e culluras de urina e das secrecdes conjuntival e pros-
titics tornaram-se negativas, _

HARFORD ¢ colaboradores 127 trataram 12 mulheres, com gonor-.
réia sulfonamido-resistente, que foram rapidamente curadas com pe-.
quenas doses de penicilina, Cada paciente foi observada em hos-
pital, darante 80 diag apds o término do tratamento, verificando-se
um caso de duvidosa reincidéneia,

TURNER ¢ STERNBERG®% fizeram, nos KEstados Unidos, estudo-
sbbre ag molégtiag venéreas dos pacientes da Armads internados em
vhirios hospitals. Fizeram investigaebes clinicas no sentido de de-
terminar a menor dose de penicilina suficiente para a cura da
blenorragia, Trataram com Jiferentey doses de penieilina pacien-
tes com gonorréia que fora resistente a dois ou maix cursos de tra-
tamento com sulfatiazol oy sulfadiazina ou a piretoterapia. Foi pre-
ferida a via intramuscular para ag injecdes, via que se revelou sil-.
perior & endovenosa. Os resultades, controlados por culturas das.
secrecdes prostaticas no 7.9, 14° e 21.° dias de tratamento, foram
gatisfatérios.

Um total de 80.000 Unidades Oxford foi suficiente para curar
95% dos pacientes tratados, 40.000 unidades, porém, curarant
mais gue 85%. Houve, em geral, melhora subjetiva e objetiva apos:
24 horas do inicio do tratamento. Referindo-se aos resultados ob-
tidos, nestes casos, com a penicilina, og autores assim se eXpressa-
ram: “this remarkable drug bids fair to reduce gonorrhea to the:
status of an inconseguential infection™.

WELCH e colaboradores ®¢% trataram 68 pacientes com gonor-.
réia, a maloria dos quais com infecgdes sulfonamido-resistente, apli-
cando uma Gnica injecdo intramuscular de 25.000 uynidades de pe-~
nicilina: 85 eram homens e 33 mulheres. 64 pacientes ou seja 94 %
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foram curados. Com o fim de comparacio trataram eom uma sime
ples injeclio intramusecular de 25.000 unidades de penicilina comer-
cial, 58 outros pacientes com gonorréia (31 homens e 27 multheres)
sendo curados com essa dose apenas 37 cu seja 64% dos casos. O
eritério de cura fol bazeado em culturas negativas obtidas em 1, 8
e B dias apls ¢ tratamento. 3 dog pacientes em que a penicilina co-
mereial falhou foram curados com dose subsegiionte de 25.000 uni-
dades de peniciiina X. Hsta diferenca de resultados pode ser atri-
buida, em parte, pela manutenciio da peniciling X em cireulagiio du-
rante tempo maior do que o da penicilina comercial. Com efeifo,
WELCH e outros 3% verificaram que, nas primeiras horas, 59% da
penicilina X injetada & eliminada pela urina, enguanto a elimina-
¢io da penicilina comercial, comparativamente, foi de 68%.

ROMANSKY e RITTMAN 25¢ curaram 11 pacienies com gonorréia
ecom uma Uniea injecdo de pernicilina em veiculo céreo-olecso.
Verificaram que injecfo uniea de penicilina em suspensdo em mis-
tura de dleo de amendoim “peanut” e de 1 a 6% de céra de abelhas,
produz reten¢lio da penieilina no sangue, em concentraclo terapéu-
tica, durante 7 horas ou mais. Nesta mistura, a peniciﬁna manteve
gua atividade em temperatura ambiente ou na geladeira, durante 230
a 62 dias, ndo demonstrando quaisquer sinais de alteracio.

BEste processe de prolongar a atividade ferapéutica da penici-
lina no organismo, gue ja estudames no capitulo anterior, parece
simplifiear, grandemente, a solucfio do problema gocial das infeccdes
vendraas gonocdeicas,

TERAFBUTICA DAS INFECCOES MENINGOCOCIHCAS

Os meningococos, como vimos anteriormente, sdo, como og go-
aocos, altamente sensivels & aco bacterioinibidora da penicilina “in
vitro®”,

Relativamente, mui poucos pacientes com infeceGes meningocd-
eicas tém sido tratados ecom penicilina, talver porgue, nas meningi-
tes meningocdeicas, o tratamento pelas sulfonamidag tenha sido bas-
tante eficiente,

KEEFER e colaboradores 8t trataram 5 pacientes com meningi-
te meningocdeiea, dos quais um morreu. Um dos eurados fol tra-
tado apenas por via parenferal. O nUmero de casos é muito redu-
zide para se firar conclusdes sébre a eficiéneia da penicilinoterapia
nas infec¢des meningocéeicas, Os resultados obtidos parecem in-
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dicar que a administracfio da peniciling, por via intramuscular ou
-endovenosa, € eficiente no tratamento das miningites meningocéei-
cas.  Os autores acham que resultados melhores podem ser obtidos
pelo emprégo simultidneo da penicilina por via parenteral e intra-
tecal .

DawgoN ¢ HoBBY 7' relataram os resultados de 100 casos de
infecgdo tratada com penieilina. Désses, dois eram de meningite
meningoedcica. O tratamento por injecdes intramusculares e intra-
tecais de penicilina curou a infeclo de um dos pacientes em que
havia aparecido antiria engquanto erg tratado por sulfonamida, As
injecdes sdomente intramuscuiares, em outro paciente, nfo deram re-
sultado satisfatério. Este fafo representa confirmacfo clinica das
observactes experimentais de BAMMELKAMP ¢ KEEFER 227 gegundo
as quais a penicilina nflo penetra no liquido cefalorraguidianc guan-
do administrada por qualguer via a nfo ser a intratecal, recomen-
-dam ¢ emprégo de 20.000 Unidades Oxford de penicilina didrias,
por via intratecal, para tratamento das meningites meningoeéeicas.
Geralmente, sfo suficienies 2 a 8 injecfes. E também indicado o
tratamento sistémico adicional.

HARFORD ¢ colaboradores '™ obtiveram cura extraordinéria,
pela penicilina, de pacienie com fuiminanie meningife meningocd-
cica que tinha sido resistente ac tratamento, por 48 horas, com a
sulfamerazina.

COOKE e GOLDRING %5 verificaram presenca de peniciiina ne li-
~quor, apés injecdo intramuscular e apés injeclio intraperitonial, po-
rém, em conceniracic muito menor do que no sangue,

A peniciling injefada intratecalmente, durante a meningite agu.-
da, persiste no liguido cefalorraquidianc, em concentracho elevada,
durante 24 horas, guando se administradas grandes dose e, em
um cage permaneceu durante 72 horas, apds a interrupcfoe das in-
jecbes intratecals, Injetando-se pequenas doses intrateeais a con-
centrachio em 24 horas é menor, ndo se encontrando mais penicilina
apbs 48 horas. H4 alguma evidéncia de que a penicilina injetada
intratecalmente passa rapidamente das meninges medulares para as
-cerebrais, porém menos rapidamente das cerebrais para &s menin-
ges medulares,

TERAFPEUTICA DAS INFECCOES POR BACQTERIAS ANAEROBIAS

Me INTOSH e SELBIE® conseguiram, com solucio de gzal de
‘bario da penicilina, proteger camundongos experimentalmente in-
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fectados por Clostridium perfringens, quando a administracio de pe-
niciling era feita ao mesmo tempo que a inoculacdo do germe. Al-
gomas vézes houve protecfo dos animais quande a penicilina foi
dada uma hora apés a inocculacfio e, apenas retardamenio da morte
pela administracic 3 a 6 horas apés.

Verificaram, em sunas experiéncias, que a penicilina, se mos-
trou absolutamente superior a proflavina, sulfatiazol e sulfanila-
mida,

Em experiéncias posteriores Mo INTOSH e SELBIE 1%¢ estudaram
a acilo terapdutica de outras drogas ineclusive as sulfonamidas, acri-
dinas e penicilina, na gangrena gasosa, A penicilina revelow-se ©
agenie mais eficaz contra Clostridinm perfringens e Clostridium
novyi. Fm outrog estudes 37 verificaram, em eamundongos jnfec-
‘tados com gangrena gasosa e tratados com doses adequadas de ana-
toxina, que os resuliades eram muito melhores guando se fazia zo
“mesmo tempe aplicacfio local de penicilina.

Hac e HUBERT ¥ observaram, também, que a penicilina é mais
‘ativa do que as sulfonamidas contra o Clostvridivm perfringes, Uma
“Onica dose de B0 Unidades Oxford injetada simultancamente com
o Clostridiym perfringens protegen 98% dos camundongos e coba’os
infectados. Com a administracio de penicilina 3 horas apds a ino-
‘eulacdio do germe houve apenas 30% de animais sobreviventes, As
‘lesdes locais deferminadas pelo Clostiidium perfringens foram com-
pletamente curadas em 3 semanas, injetando-ge peniciling direta-
mente nas lesfes.

CHAIN e colaboradores ¥ verificaram a atividade da penicilina
-ponfra diversas bactériag anaeréhias enconivadas nos ferimentos de
SRUSTTA € Na gangrena gasosa, como Cleshridium perfringens, Clostri-
dium septicim e Clostridium novyl,

Mae KNi1gHT, JOEWENBERG e WRIGHT *92 trataram uma menina
de T anos apresentando gangrena gasosa apOs ampufacio do brace

esquerdo gue havia sido fraturado. Obtiveram cura da infeccio:
-gom tratamento com penicilina, por via endovenosa. A adminis-
tracio de anatoxina, perdxido de hidrogénio, sulfonamidas e rajos
Roentgen de alta voltagem nfo havia dado resultades.

Por estas observacGes pode-se avaliar importincia e a neces-
-gidade de novog estudos sdbre o uso da penicilina nas infecgdes por
bactérias anaerdhias, '
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TERAPEZUTICA DAS MOLAESTIAS POR DPROTOZOARIOS

a penicilina, além de possuir intensa acdo inibidora sbhbre nu--
merosas bactérias patogénicas é, também, dotada de acio inibidora-
gbbre determinados protozodrios patogénicos,

Lourie e CoLLIER V7% verificaram ser eficiente no tratamenio
infecebes experimentais de camundongos pela Rorrelia recuyrentis-
(espiroqueta da febre recurrente) e pelo Spirillum minus. Ohser-
varam e€m suas experiéneias, que a peniciling é muito mais ativa
do que a nec-arsfenamina.

HEILMAN & HERRELL ¥ fizcvam provas “in vitro” e em camun.-
dongos, verificando ser também ativa sbbre a Borrelie novyi. Hs.
tas observaches foram confirmadas por AUGUSTINE, WEINMAN e.
ALLISTER 1%,

ERrcori e LAFFERTY 3%, em infeccles de camundongos por Ror-.
velic nowyd, verificaram que a dose minima ativa de sal sé6d'co da
penicilina & de 25.000 unidades por quilo; doses de 200.000 unida-
des por quilo e mais podem ser consgideradas curativas.

UBATURA e VIEIRA *36 verificaram que a penicilina harica fabri--
cada no Instituto Osvalde Cruz nice influencia na mortalidade, gran
de anemia e intensidade da infeciio experimental produzida por
Bartonello. muris de rato albino esplenectomizado, Mostrou-se ine-
ficiente na dese de 400 Unidades Oxford por quilo de rato. Se 8sse-
antibibtico tiver algum efsito sébre a barfonelose do rato albino, sé-
o exercerd om doses muito maiores 86,

Outros protezodrios moestraram-se, tamhém, ingensiveis 3 aclo
da penicilina: Tryponcsoma rodhesiense, T. congolense, T, eruzi e
Plasmodiuwm  relictum 3%, Trypanosoma  lewise . Trypanosoma
equiperdum 228, ¢ Leishmania brostliensis 41,

AranHA Camposil, estudando o comportamentc das formas.
flageladas de leishmanias (leptomonas), em presenca da penicilina
“in vitre”, observou que nio exerce gualguer aclo sdbhre o parasito,
quer no crescimento, gquer pa vitalidade,  Adicionou 5.000 =a
15.000 Unidades Oxford de peniciiling 4 agua de condensacdo do
meio N. N. N., em tubos e néle cultivou lelshmanias. Apds 12 dias.
de cultivo em temperatura de 20°-25°C., foram feitas dosagens que:
mostraram apenas ligeira diminuicio da atividade da penieilina nos
tubos em que foi adicionada. Sugeriu a adicfio de penicilina ao.
meio de cultura N, N, N., como jmpediente de ecntaminacfo, tanio
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para isolamento de leishmaniag como para ag culturas destinadas
ao preparo de vacina,

RIBEIRO e SAMPAIO *4! trataram, com peniciiina, dois pacientes
portadores de leishmanioss cutdnec-mucosa americana e que apre-
sentavam positivas, a pesquisa de leishmania e a reacfo de Mon-
tenegro, Ao 1.9 paciente foram administradas, por via intramus-
cular, 12.500 Unidades Oxford, cada 3 horas, até perfazer 800.000
anidades. Ao 2.° paciente, dose total de 1.200.000 unidades, com
aplicacdo de, 25.000 unidades, cada 3 horas, pela mesma via. Em
ambos nfo houve modificacio das lesGes mucosas, ¢ as cutfneag se
apresentaram Unicamente mais iimpas. A pesquisa de leishmanias
manteve-se positiva, 5 dias apds o emprége da penicilina.

Os gutores atribuem a melhora des lesbes culdneas & acfio da
penicilina sdbre a infeccio secundéria e admitem a possibilidade de
gque a penicilina seia ineficaz na leishmaniose cutneo-mucosa ame-
ricana.

CUNHA, AREIA LBAp, ¢ CARDOSO ™ obtiveram d&timos resul-
tados com cmprégo da penicilina mesmo em peguenas dokss, no
tratamento de 7 pacientes com bouba (fromboesic, vpian, yaws).
Obtiveram cura eclinica com exames micrescépicos negativos em
todos os casos num periodo de 12 a 44 dias. As reagOes sorcldgicas
se mostravam regativas em todos os casos, 60 dias apés o trata-
mente. O tratamonic consistiu em injegfes intramuseulares de 4
em 4, ou de 6 em 6 horas, empregando-se, em média, 200 Unidades
Orford de cada vez. A penicilina uvsada foi preparada no Instituto
Osgvaldo Cruz e a dose total para cada doonte variou entre 9.600
a B52.000 unidades. Apesar da fregliéneia e o namero elevedo de
injecfes, nfo foi observada nenhumsa manifestaciio téxica.

Tratando outres cinco pacientes com bouba, com penicilinag de
fabricacdo norie-americana (SQUIEBE, WINTIIROP o LILLY} chserva-
ram desaparecimento completo das lesdes externas dentro de 12 a
25 dias de tratamento. Como nos cases anferiores, administraram
200 Unidades Oxford cada 4 horas. A dose tolal empregada varion
de 24,000 a 54.000 unidades.

Finpray, Hiol e Mo PHERSON ® frataram com penieilina 24
criancas eom bouba, das quais 19 fiearam clinicamenie curadas
ap6s 6 14 dias de tratamento. Injetaram-na por via intramurcular,
na dose de 50.000-100.000 Unidades Oxford, durante 12-24 horas.

35 pacientes com tleceras tropicais fagedénicas em que havia
associacio do Treponema pertenue e baciios fusiformes foram, tam-
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hém, tratados com penicilina, 100.0060 Unidades Oxford foram
injetadas em 24 horas, além de aplicacdo local de ungiienfo de
penicilina contendo 250 unidades por grama. Numa parte dos pa-
clentes apenas fol feito tratamento tépico. Apds 48 horas houve
diminuicdo acentuada do pus, com desaparecimento do cheiro e for-
macio rapida do tecido de granulagiio na base da lleera e coméco
de epitelisacio na borda da mesma. Dos 35 pacientes, 6 ficaram
completamente eurados apbés 7-35 dias, enquanto os restantes, em
processo de cura, continuaram em ohservacio.

GuIMARAES 122 trafou 6 pacienies com bouba tercidria, empre-
gando peguenas doses de penicilina. As lesbes apresentadas fo-
ram: filceras gomosas, periostite, ostefte, osteoporose e gangoza
“rhinopharingitis mutilans”. O tratamenio durou 2 a 7 meses e
a dose total de penicilina variou de 48.000 a 558,000 Unidades
Oxford. Teodos ficaram clinicamente curados e apresentaram rea-
¢es de Wassermann negafivas que eram antes positivas. Os pa-
cientes com lesdes dsseas n&o mostraram, entretanto, pelo exame
radiolégico, complets recomposicdo da estrutara dssea.

0 Treponema pertenue, mostrou-se muito sensivel a penicilina;
0 mesmoe parece acontecer eom a Leplospira icterohemorrhagiz.
CARRAGHER 3Y frafcu um paciente com moléstia de Weil, em que
o espiroqueta foi enconfrado na urina e no sangue. O paciente
recebeu, durante oz 3 primeirvos dias, injecdes intramusculares de
20,000 Unidades Oxford, cada 3 horas. O tratamento foi conti-
nuado por mals alguns dias com a mesma dose, porém, com inter-
vales de 4 horas, até perfazer o total de 900.000 unidades.
Anbds éste tratamento o paciente apresentou-se perfeitamente bem,
a febre havia desaparecido e as leptospiras nfo foram mais encon-
tradas tanto na urina como no sangue.

O Treponema pallidum felizmente mostrou-se sensivel,

Ercort e LAFFERTY 8t om experiéncia em coelhos, verificaram
que com dose dnica, endovenosa de peniciling sédica, eram neces-
sariag 83.000-47.000 unidades por guilo para o desaparecimento do
Treponema pollidum. O mesmo efeito pede ser obtide com cérea
de 16.000 unidades por guilo se a droga for administrada, repeti-
damente, em periode de 72 horas, em doses de, aproximadamente,
4.000 unidades por quilo. A dltima dose fol suficiente para ftor-
nar limpas as lestes primarias, em 10-15 dias,

MAHONEY, ARNOLD e HARRIS!2 fizeram as primeiras expe-
riénecias de tratamento de sifilis humana, eom penicilina. Trata-
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ram quairo pacientes do sexo masculino com lesfo priméria luétiea,
cujo exame revelon a presenca do Treponeme pullidum em niimero
variavel de 2 a 10 elementos por campo. Administraram, por via
intramuscular, 25.000 Unidades Oxford, cada 4 horag, durante 8
dias consecutivos. Cada paciente receben 48 injecdes correspon-
dentes a 1.200.000 unidades. O tratamento pareceu muito efi-
ciente, pols os exames do material das lesbes tornaram-se negafi-
vos 16 horas apés o inlcio do tratamento. As provag soroldgicas
também foram negativas.

DUNHAM e colaboradores ™ fizeram provas com Tveponema
pallidum, em meios de eultura e verificaram que a concentracio
ativa era de 800 a 1.600 unidades por 0,8 ¢m?® Com 240 unida-
des a atividade fol minima. '

O’LEary HERRELL 2% ysaram penicilina no tratamenio de um
paciente eom sifiloderma nodular do nariz. Administraram dose
iotal de 820.000 Unidades Oxford, por via endovenosa e intramus-
cular, durante periodo de 8 dias. O resuliado aparentemente foi
satisfatério, porém permaneceram positivas as reactes do sbro san-
‘guineo e do liguido eefalorraguidiano.

BLOOMFIELD, BANTZ ¢ KIRBY * obtiveram bonsg resuliados com
penicilina em 7 pacientes com sifilis priméria. O Treponema pol-
lidum desapareceu, rapidamente, da superficie das leses gue se
cicatrizaram em muifo pouco tempo,

Arria LEXo, GUIMARAES e NOBREGA % {rataram 6 pacientes
sifiliticos com penicilina, em pequenas doses, no Hogpital Evandro
Chagas, do Instituto Osvaldo Cruz. Protossifilomas foram bacte-
ricscopicamente negativos enire 8 e 6 dias e cicatrizaram, comple-
tamente, deniro de 10 a 13 dias, com a aplicacio de 1.200 a 2.400
Unidades Oxford, por 24 horag. Condilomas sifiliticos e pla-
cas mucosas hipertrdficas tiveram bactericscopia negativa dentro
de 6 a 8 dias, e cicatrizaram completamente dentro de 10 a 20 dias,
com & aplicacdo de 1.200 unidades por 24 horas. Porém, doses de
4.800 vnidades, no mesmo espaco de tempo, foram insuficientes
para controlar outras manifestaces luéticas secundérias (roséo-
lag, placas mucosas), HEm 3 casog sob contréle soroldgico, verifi-
cou-ge que a negatividade das reacBes nfio acompanha imediata-
mente ‘a cura clinica. Além disse, conforme fol observado também
com a bouba, og resultados dos testes soroldgicos oscilam meses a
fio, pegativando e voltando & positividade.
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Lypon e COWE '™, em publicacio mui recente dizem que nas
primeiras 50 observacles sbbre o ifralamento de sifilis pela peni-
-cilina, nos Estados Unidos, a dose total usada em cada caso foi
de 2.500.000 Unidades Oxford. Km todos os pacientes o Trepo.
nema pallidum desapareceu, rapidamente, das lesdes, que logo fica-
ram limpas. Segundo os autores, éstes pacientes continuam a apre-
sentar reagbes sorolégicas negativas.

Considerando a data da publicacio das observactes de MAHONEY
e colaboradores ®, alguns pacientes permanecem com reacdes ne-
grtivas apds um ano e meio do tratamento.

A casnistica é diminuta e o tempo de phservacio ainda pequeno
para se poder tivar conclusfes definitivas sbbre a eficiéneia da pe-
nicilina na sifilis, que, ao contrario das infeccdes bacterianas em
geral, é moléstia de evoluclo lenta e pode manifestar reacdes far-
dias, paraluéticas. Desejamos lembrar que a penicilina, em rela-
cdo As bactérias, & essencialmente bacteriostdtica e, na cura das
infeccbes bacterianas intervém, geralmente, a atividade fagocitaria
dos leucéeitos.

Se, 4 semethanca do que acontece com as bactérias sensiveis,
a penicilina age eszencialmente inibindo o desenvolvimento do Tre-
poneme pallidum, ocorre a possibilidade de os espiroquetas da si-
filis ficarem em “estado de laténeia™ durante certo tempo. Nestas
condicfes, os pacientes cujas lesdes priméarias foram curadas podem
continuar a ser portadores do Treponema gue possivelmente, ge en-
contra em loecalisacdo mais profunda no interior de orglos e até
mesmo nag meninges,

.

Diante destas possibilidades, é recomendéivel qus se utse em
todo tratamento de sifilis, pela penicilina, doses elevadasg, parti-
cularmente as iniciais, a fim de se evitar o desenvolvimento de
resisténeia do espirogueta, por adaptacfio & penicilina,

Queremos lembrar, ainda, que FRAIZIER %% acha gue ha varian-
tes do Treponema poellidum mais resistentes que cutras,

Luis pE SALLES GOMES "8 do Instituto Adolfo Lutz, tem ob-
servacio recentissima de aplicacio de penicilina, em alta dosagem,
em paciente de fabes dorsulis, com a avancada idade de 78 anos.
A administraciao foi feita, simultineamente, no misculo e na ra-
que, sendo que, 6 no canal raqueano foram injefadas 297.500
Unidades Oxford, em periodo de 7 dias, aleancando a nltima das
aplicacGes intrarragueanas didriss a dose de B32.500 unidades.
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‘Begundo dados que gentilmente nos forneceu ¢ citado colega, o pa-
ciente apresentou melhoras consideraveis {(avaladas em 75%) das
~déres fulgurantes, de que, ininterruptamente, vinha padecendo du-
“rante 6 meses; além disso, houve restabelecimento do contréle ve-
sical, o gual, dias antes do inicio do tratamento, havia sido perdido
‘pela instalaco de paresia incipiente esfincter da bexiga. Houve
wolta dos reflexos cutdneo-plantares e de ligeiva rescfo pupilar 2
“1uyz, ambos ausentes antes do tratamento. O exame do liguido ce-
falorraquidiano reveloy acentuadas melhoras tanto citoldgicas como
pas reaclhes globulinicas (Pandy, Weichbrodt), na de Takata Ava,
10 teor de albumina e na reacfo do benjoim coloidal, especialmente
na sua zona intermedidria ou parenquimatosa, O exame de san~
gue revelou ligeira diminuiclo na positividade (Reacfio de Wasser-
mann e de Kahn)., Esza interessantissima observacio de penici-
linnterania na tabes parece a primeira realizada entre nds,

Nelson e Dunecan* obtiveram resultados étimos, scbh o ponteo
-ge vista clinico e de laboratério, em 10 pacientes com meningite
sifilitica aguda, tratados com penicilina administrada apenas pela
via intramuseular. Julgam que o uso da via intratecal é desnes-
-g4rig, comsiderande que, na neurosifilis nféo ha razdo para se
gereditar que a acdo de um agente guimioterdpico dependa, ne-
cessdriamente, de sua capacidade de penetracic no liguide cefa-
‘Torraquidiano, porém, de sua penetrabilidade nos fecidos lesados
{meninges, vaszos, parenquima). Verificaram gue a penicilina,
embora nido apareca no ligquide cefalorraguidiano, mesmo apds
-administracio intramuscular fregiiente, é ativa na meningite sifi-
litica aguda quande administrada por via intramuscuiar. Reco-
mendam a dose tolal de 2.000.000 a 3.000.000 de Unidades Oxford
e penicilina administrada eada 8 ou 4 horag, disz e noite, durante
perfedo de 8-16 dias,

RocuA # féz tratamento combinade de penicilina 4- arsené-
‘xido, em 4 pacientes com sifilis recente. 0O tratamento durou 7
:dias e meio e ohedeceu ao seguinte esguema: penicilina sédica,
dose finica de 5.000 Unidades Oxford, por via intramusecular, com
‘intervalo de 8 horas, perfazendo a dose total de 300.000 unidades
{60 injeches); arsentxido, uma injecfo didria de “Arsencx” de
‘0,04 gr., sendo a dose total de 320 miligramas. Com essa inte-
regsante terapéutica combinada, obteve cura clinica e sorolégica

{%) Neisow, R. A, e Dumecan, L. — 1%44 — Acute syphilitic meningitis treated
“with penleillin,  Bull. Johns Hopkins Hosp., T5: 327-352.
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nos 4 pacientes tratados. Estes resultados confirmam as observa-.
¢des de Moore, Mahoney, Schwartz, Sternberg € Wood, citados por-
ésse auntor, os quais em reunifio da Seccio de Dermastologia e Sifi-
lologia da “American Medical Association” apresentaram relatdrie-
s6bre 1.418 caszos observados,

Ratziss 8 féz inferessantes estudos sbébre o tratamento da si-.
filis com penicilina em veiculo oleoso. Tratou coelhos, que tinham
sido inoculados intratesticularmente, com Treponema pallidum, com
penicilina suspensa em dleo. Um coelho sifilitico recebeu 2 doses
didrias de 2,500 Unidades Oxford, por quilo de péso, de penicilina.
em solucio aquosa, durante 8 diasg consecutives, num total de
40.000 unidades. Os testiculos apresentaram espiroguetas até o
14.% dia e a8 cura completa das lesdes ocorreu no fim do 42.°9 dia.
2 outros coelhog infectados receberam 1 dose didria de 5.009 uni-
dades, por quilo, de penicilina em dleo, durante 8 dias consecutivos,,
num fotal de 40,000 unidades. Em ambos as lesdes testiculares
tornaram-se negativas para espiroguetsns em menos de 10 dias e
o8 testiculos mostraram-se normais no fim de 85 dias.

A superioridade da suspensfo em éleo, lembra a possivel van-.
tagem de se fazer a terapfutica da sifiliz pela penicilina neste vel-
culo, pelo fato de se reduzir a uma o namere de injecdes didrias
intramuscnlares.

THERAPARUTICA DAS MOLESTIAS POR VIRUSE

Dada a importancia do assanio e falta de recurzos terapéuti-
eos para a cura de certas infecefes produzidas por virus, faremos
agui algumas consideracdes sbbre o que tem gido observado,

Entre ndés, TINHARES T féz provas, tanto “in vive™ como “in-
vitro”, a respeito da acfio de filtrados de culturas de alguns cogu-
melos sdbre o virug da febre amarela. Semeou em caldo simples-
de cultura ou Agua peptonada com 2% de extrato de carne, 8 cul-
turas de cogumelos (Aspergillus flovws, Pewicillivm comembertt
& Actinomyces gp.) e obteve filirades que confinham agentes viru-.
licidas com atividade, tanto “in vitre™ como “in vive”, sbbre o
virus amarilico neurotrépico. Rstes agentes “virulicidag™ apare-
ciam no meio de enlfura durante a segunda semana de incubacio-
em temperatura ambiente. Os melos fillrados em Seitz EX per-
diam a atividade gquando aquecidos a 100°C. por 10 minutos ou a
90°C. durante 30 minutos. Conservaram-se, porém, ativos quando-
aquecidos a T8°C. durante 30 minutos ou 56°C. por 1 hora.

£ 143
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HEILMAN e HERREL "2 fizeram provas de protecdo pela peni-
cilina, em camundongos inoculados por via intracerebral com virus.
da ornitosis. A penicilina administrada logo apds a inoeculacdo do
virus prolongou a vida dos animais, porém todos morreram.

Noutra série de experiéneias usaram 80 camundongos jovens
que receberam inoculacdo intraperitonial do virus. 40 foram ira-
tados com penicilina, os outros serviram de contrdle. Dog 40 que
86 recebsram inoculacio do virus da ornitesis, 35 morrveram, ac
passo que, dog 40 tratados com penicilina, morreram apenas 2.

LINHARES *7!, considerando as intimas relacbes entre os virus
da ornifosis e da psitacosis lembra que a penicilina talvez exerca
acdo terapéutica favorivel nag infeccSes humanas por virus.

Algumag experiéneias de tratamentos do tracoma pela penici-.
lina foram publicadas, recentemente, por GILFORD *15, QObteve 6ti-
mos resultados em 2 casos de fracoma, apbés 3 dias de tratamento
local que consistiv em instilar, eada 3 horas, gdtas de solucio de
penicilina contendo 16.000 unidades por em®,  Dois outros pacienies
gue serviram de contrble, receberam o tratamento comum: sulfa-
tiazol (25 grs.) e instilacdes oculares com gdtas de soluclo de oxi-
cloreto de merctrio a 1:1.000 e sulfato de cobre a 1:1.000 cada 4
horas. Apés 8 dias com E€sse tratamento, os dois apresentavam a
conjuntiva inflamada e a fotofobia ndo diminuira, fstes gintomas
desapareceram rapidamente com o use subsegilente de peniciiina,
empregada do mesmo modo que nos dois primeiros casos, A cura
clinica rapida désses quatro pacientes lembra a possibilidade de acfo
especifica gbbre o virus do tracoma, além da acfio conhecida sbbre
os agentes bacterianos das infecefes conjuntivais secundarias,

Demonstrando-ge por malor nimerc de experibneias a atividade
da penicilina contra o virus do fracoma, pode-se egperar resulados
terapéuticos melhores, fazendo-se, além da aplicaciio local, trata-
mento sistémico peln penicilina,

INDICACOES E CONTRA-INDICACOES DA PENICILINOTERAPIA

Quanto ds indicacles e contra-indicacBes do uso da penicilina,.
além do que vimos zo estudarmos a terapéutica dos diversos grupos
de infecclo, pouco ge tem a acrescentar ap interessante relatério pu-
blicado em 1 de maio de 1944 (*) pelo Servigo de Distribuicio de

PSS F—

{*} Distribuido pele Departamento Médieo de E. R. Squibb & Sons, New-
York, : .
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Peniciling para Uso Civil, da Junta de Producio de Guerra (War
Produection Board), dos Estados Unidos.

BEsse relatério, preparado pelo Dr. Chester S, Keefer, presi-
dente do *“Committee on Chemotherapeutic and Others Agents, Di-
vision of Medical Sciences National Resecarch Council”, encerra as
‘baszes da penicilinaterapia atual. Sen texto & o seguinte;

“A experiéncia adquirida durante o ano passado em matéria de
terapdutica pela penicilina, mostrou gue essa substéncia é o melhor
agente terapduatico existente para o tratamento de determinadas en-
tidades mérbidas, de acdrdo eom os seguintes dados:

GRrupo I — INDICACGES
1 — Tbdas as infeccdes estafilocéeicas com ou sem bacteriemia:

Osteomielite aguda

Abscesso dos tecidos moles

Meningite

Trombose dog selos lateral e cavernoso
Preumonia-epiems

Abscesso de rim

Infecghio de feridas

2 — Todos os casos de infecgho por Clostridium:

Gangrena gasosa
Edema maligno

8 — Todas as infeccdes por estreptococos hemoliticos, com
bacteriemia e tddas as infecgbes locais gérias:

Celualite

Masioidike com complicaclse intracranianas,
Pneumonia-empiems,

Septicemia puerperal

Peritonite

4 — THdas as infecedes por estreploecccos anaerébios:

Septicemia puerperal

5 — Todas as Infeecbes pneumocdeicas de

Meninges

Pleura

Endocdrdio

Todos os easos sulfonamide-resistentes de pneumonia pneu-
moedeica,



PENICILINA - ESTUDO GERAL E TERAPAUTICA 241

6 — Todas as infecebes gonocteicas complicadas poy:

Artrites

Oftalmia

Endoeardite

Peritonite

Epldidimite

Também todos os casos sulfonamido-resistentes de gonorréia.

Geuro II — INDICACORES.

Também se verificou que a peniciling é agente terapdutico eficaz
nas seguintes doencas, em cujo tratamento, entretanto, sua posicio
néo estd definitivamente estabelecida:

1 —— Sifilis
2 — Acdtinomicose
3 — Endocardite bacteriana

Grure I . CONDIGOES EM QUE O VALOR TERAPEUTICO =
DUVIDOSO

A penieilina é de valor terapéutico duvidosa nas infecgGes mis-
tas do periibnio e do figado, em que o microrganismo predominante
¢ Gram-negativo, isto é:

— Ruptura de apéndiee

— Abcesso de figado

— Infeccdes das vias urindrias

- Também ¢é de ferapéutica duvidosa na febre da dentads
de rato, produzida pelo Streptobacillus moniliforais.

LI SR

GrEPo IV e CONTRA-INDICACOES.
A penicilina é contra-indicada por ser ineficaz, nos seguintes
Lasos .
1 — Toddas as infeegbes por baecilos Gram-negativos:
Febres tiféide e paratifbides
Disenteria
Eseherichia coli
Haemophilus influenzae
Bacillus profeus
Buacillus pyocyaneus
Brueetla melitensis (febre ondulante)

Tularemia
2 — Tuberculose
8 — Toxoplasmose

4 — Histoplasmose
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5 — Febre reumética agudsa
6 — Lupus eritematoso difusc

T — Mononueleose infeceiosa

8 - Pénfigo

4 — Dosenga de Hedgkin

10 — Lencemia agunda ou crdnica
11 — Colite uleerosa

12 — Granulomatose coccldididica

18 — Malaria
14 - Poliomielite

15 - Blastomicose
16 — Irite & uveite nfo especificas,
17 - Menilioses (blastosporoses).

PREPARC DAS SOLUCOGES DE PENICILINA

A penicilina é fornecida em ampdlas de diferentes capacidades
~— 25,000 e 100.000 unidades cada uma. Uma vez que é extrema-
mente soltvel, pode ger dissolvida em pequenas quantidades de dgua
destilada estéril livre de substincias pirogénicas on, entéo, em solu-
cho figiolégica. Nos hospitais, quando ge usam ampdlas de maior
niimero de unidades, seu contetido deve ser diluide de modo a se
obter concentragfio final de 5.000 unidades por centimefro cdbico.
Essa solucio deve ser guardada com as necessirias precaucles de
assepsia, em geladeira, nova soluglo devendo ser preparada todos
o8 dias, As solucbes para uso local ou parenteral podem ser ainda
mais diluidas, conforme a concentracfio desejada,

PARA INJECQIO ENDOVENOSA
I — O pd séco pode ser dizsolvideo em soluclio salina fisiolégice
estéril em concentracfes de 1.000 a 5.000 unidades por em?, para
injec@io endovenosa direta com seringa.
2 — O pb séco pode ser dissolvido em sclucio salina estéril eu
em solucdo a 5% de glicose, em concentracdo menor (25 a 50 uni-
dades per em?) para injecio endovenosa continna.

PARA INJECAC INTRAMUSCULAR

1 — O volume total de cada injecdo deve ser pegueno, isto &,
5.000 por cm® de soluciio salina fisiclogica. ‘

PARA APLICACAOD TOPICA

1 — O sal s6dico, sob a forma de pd, é irritante para a super-
ficie das feridas e nfio deve ser empregado.
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2 — A diluicio em solucdio salina fisiolégica na concentracio
de 250 unidades por cm?® dad resultado satisfatério. Para og casos
de infeccdo resistente ou mads intensa, essa concentracio pode ser
elevada a 500 ynidades por cm?. '

POSOLOGIA
MO0 DE EMPR&SGO DA PENICILINA

HA tres métodos de emprégo da penicilina - endovensso, in-
tramugeular e tépico. As injectes subcutineas podem ser doloro-~
sas e devem ser evitadas.

Injecdes Intramusculares repetidas podem ser menos toleradas
que endovenosag repetidas ou continuas, Fm muitcs casos, entre-
tanto, a via intramuscular pode ser a de escolha.

No tratamento de meningite, empiema e queimaduras superfi-
ciais de extensdo Iimitada, deve ser feita a aplicacdo tépica, da pe-
nicilina, injetando-a diretamente no espaco subaracndiden ou na ca-
vidade pleural, oun, entdo aplicando-a Iccalmente, sendeo usada
solucio contendo 250 unidades por cmf.

DOSAGED

A dosagem da penicilina devera variar do paciente a pacienis,
conforme o tipo e a gravidade da infzcelie. Segundo nossa expe-
riéncia, a curs feol conseguida em muitos casos sérics de infecefo
aphs emprégo de 40.000 a 50.000 Unidades Oxford por dia, sm
outrog 100.000 a 120.000 unidades ou mesmo mais, tendo sido neces-
sarias. O objetivo em todos es casos é de dominar & infeccfio 1o
rapidamente quanto pessivel.  As recomendacdes gue se geguem sfo
feitas agora com perfeita compreensiio de qus, & medida que se for
acumulando experiéncia, poderfo ser necessérias alteracgles.

-

Serd bom recordar que a penicilina é rapidamnte excretada
pela urina, de modo que & muitas vézes Impossivel encontri-la no
sangue, por periodo superior a 2 ou 4 horas, apls uma Unica inje-
cfo. Por isso, é conveniente empregd-la, em injecdes intramuscula-
res on endovenocsas repetidag, com intervalos de 3 oun 4 horas ou
usi-la em injecio endovencss continua,

Nos casos de infecedo séria com ou sem bocteriemia, uma dose
inicial de 15.000 ou 20.000 Unidades Oxford, com doges subsegiien-
tes sob a forma de;
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1 -— Injecio endovenosa continua de soluclo salina fisiolégica
eontendo penicilina em concentraciio tal gue se empreguem de 2.060
a 5.000 Unidade Oxford por hora, perfazendo tofal de 48.000 a
120.000 unidades, em periodo de 24 horas. Metade da dose total
didria poderd ser dissolvida em um litro de soluglio salina fisiolégica
e Injetada, na propercio de 30 a 40 gdtag por minuto,

2 — Se a injecdio endovenosa continua nfo for acconselhdvel,
poder-se-& injetar de 10.000 a 20.000 unidades, por via intramus-
cular, de 8 em 3 ou de 4 em 4 horas,

3 — Quando a temperatura fiver voltado ao normal, poder.gse-4
interromper o emprégo da peniciling, acompanhando cuidadosamente
a marcha da moléstia, '

Nos cases de lesées ordnicamente infectudas de osteomielite, ete.,
o esquema de dosagem deverd ser de 5.000 unidades, com intervalos
de 2 horas, ou de 10.000 com intervalos de 4 horas, por via paren-
teral, fazende-ge ao mesmo tempe ¢ fratamento local que o caso
indicar. Poderi ser necessario aumenfar as doses indicadas, neste
esquema, dependendo isse da gravidade da infeccio ¢ do resultado
de tratamento.

Gonoryéin sulfonamido-resistente

10,0060 unidades de 3 em 3 horas, por vin intramuscular
on endovenosa, usando 10 doses. ¥ provavel que so obienha o mes-
mo resultado empregandoe 20.000 uunidades, de 3 em 3 horas, usando
5 doses. A dosagem minima ainda nfio pdds ser estabeleeida com
axatiddo. Os resultados do tratamento devem ser controlados pecla
cultura da secrecio.

Ewmyiema.

Dever-se-a injetar a penieilina diluida em solucdo salina
fisiolégica, direfamente na cavidade do empiema, apbs aspiracio do
liguido purulento ou nfo. E necessdrio fazer isso uma a duag vézes
por dia, usande 30.000 a 40.000 unidades, conforme o volume da
cavidade, o tipo de infeccio e o nGmero de microrganismos. Nio
se devera empregar solucoes de penicilina para irrigagio., S@o ne-
cessirias, no minimo, 6 a 8 horas para efeito méaximo da penicilina.

Meningite,

A penicilina ndc penetra em quantidades aprecidveis =no
espaco subaracnoéideo, de modo que é necessario injetar a peniciiina
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no espace subaracnéideo cu na cisterna, para que se produza o
efeito desejado. 10.000 unidades diluidas em solucdo salina- fisio-
légiea, na concentracic de 1.000 unidades por em3, deverfio ser inje-
tadas uma a duas vézes por dia, dependendo da marcha clinica e
da presenca de micrerganismos.

Os esguemas de dosagem acima indicados podem cxigir altera-
ches 4 medida que malor experiéneia for adq&irida. Em muites
casos estudados por Investigadores competentes, os esquemas acima
ge mostraram adequadog.”™
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