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RESUMO

METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA DETERMINAGAO DE
VANCOMICINA

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um método analitico
quantitativo de para analise de vancomicina (em sua forma denominada
vancomicina base - VCM, e na forma de cloridrato de vancomicina - HVCM), com
utilizagcao de espectrofotometria na regido do visivel. O método tem como principio
a reagao da vancomicina com ions cobre(ll), resultando na formagcdo de um
complexo de coloragao lilas, que apresenta absorcdo maxima em 555 nm.

Realizaram-se estudos para a otimizagdo da reagao entre a vancomicina e o
ion cobre(ll). Dentre estes fatores, destacam-se: a escolha do sal de cobre(ll)
utilizado na reagdo com vancomicina; a utilizacdo de etanol, no preparo das
solucdes e como componente do meio reacional; pH do meio reacional; propor¢cao
molar entre vancomicina e ion cobre(ll).

A otimizagdo destes pardmetros resultou em um meétodo com faixa de
trabalho de 1,0 x 102 mol L' a 1,0 x 10 mol L™, com coeficiente de correlagdo de
0,9997 e limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ) de 4,0 x 107
mol L' e 1,0 x 10™* mol L, respectivamente.

O método proposto também foi estudado em relagdo a recuperagao de
vancomicina frente a excipientes comumente utilizados na industria farmacéutica.
Os resultados obtidos foram comparados com método de referéncia
cromatografico, onde foi observado que o método proposto apresentou maior
repepetibilidade para as amostras de HVCM e maior recuperacdo para as
amostras de VCM.

O procedimento para a realizagao de analises pelo método proposto é de

facil execucao e de baixo custo.



ABSTRACT

SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR VANCOMYCIN
DETERMINATION

The aim of this work was to develop a quantitative spectrophotometric
analytical method, in the visible region of the spectrum, for the determination of
vancomycin (in the form known as base — VCM, and in the form of chloridrate,
HVCM).

The developed method uses the reaction between vancomycin and ions
copper(ll) that forms a lilac complex which spectrum shown a maximum at 555 nm.

Studies were done in order to optimize the method. Among them can be
cited: selection of the copper(ll) salt to be used in the reaction with vancomycin;
use of ethanol as component of the reaction for the preparation of the solution and
as component of the reaction medium; pH of the reaction medium; molar
proportion between vancomycin and copper(ll) ions.

The parameters optimization resulted in a method with a linear range from
1,0 x 10?2 mol L™ to 1,0 x 10° mol L™, with correlation coefficient value of 0,9997,
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) values of 4,0 x 10®° mol L
and 1,0 x 10* mol L™, respectively.

The proposed medium was also studied with respect to the vancomycin
recovering when mixed with excipients commonly used in the pharmaceutical
industry. The obtained results were compared with those of the reference
chromatographic method (HPLC), where it was observed the proposed method
showed a better reprodutibility for HYCM samples and higher recoveries for VCM
samples.

The analytical procedure that is proposed in this work is simple to be

performed and the cost is very low.
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1. Objetivos

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um procedimento
analitico quantitativo para a analise de vancomicina (em sua forma pura,
denominada vancomicina base - VCM, e na forma de cloridrato de vancomicina -
HVCM), através do método de espectrofotometria. O método tem como principio a
reacdo da vancomicina com ions cobre(ll), resultando na formacdo de um

complexo de coloragéo lilas, que apresenta absor¢do maxima em 555 nm.
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2.1 Vancomicina

O farmaco vancomicina, CegsH75CloNgO24, € um antibidtico do grupo dos
glicopeptideos, isolado por cientistas do laboratério Ely Lilly & Co em 1956, a partir
do processo de fermentagéo realizado por culturas de Streptomyces orientalis
(posteriormente denominado como Amycolatopsis orientalis), microrganismo
encontrado em amostras de solo coletadas em regides da india e Indonésia
(Nicolaou e Snyder, 2003). O nome vancomicina baseia-se no inglés vanish, que
significa desaparecer, tendo sido escolhido devido a sua grande eficacia como
bactericida. Esta eficiéncia levou a sua aprovagao para uso clinico apenas dois
anos apos sua descoberta, por representar uma alternativa para o tratamento de
infeccbes causadas pelo estafilococo produtor de penicilinase que é resistente a
acao da penicilina G e a falta de medicamentos disponiveis no mercado com esta
caracteristica e tempo curto de agao.

Entretanto, a descoberta da meticilina, da oxacilina e de outras
isoxazotilpenicilinas fez diminuir a importancia médica da vancomicina, devido a
sua maior toxicidade (Tavares, 2002). A discussao sobre os prés e contras de sua
utilizagado no tratamento de infecgbes causadas por Staphylococcus aureus voltou
a ficar em evidéncia devido ao desenvolvimento, de cepas deste microrganismo,
resistentes a meticilina (Levine, 2006; Lopes,2007).

A vancomicina apresenta novamente posi¢ao de importancia na terapéutica
antiinfecciosa nos dias atuais, devido ao surgimento e disseminagdo dos
estafilococos resistentes a meticilina, e por sua eficacia no combate as infecgdes
causadas por Clostridium difficile, responsavel por colites resultantes do uso de
antibidticos, além de ser agente primario do surgimento de enterocolites
pseudomembranicas. Dentre os motivos de sua escolha podem ser citados, ainda,
a sua pouca absorc¢ao pelo trato intestinal (Levine, 2006), e por se tratar de uma
substéncia alternativa para pacientes alérgicos a antibiéticos p-lactdmicos, como
cefalosporinas e penicilina. O seu consumo em 2001 movimentou cerca de 1

bilhdo de ddlares (Tunnemann et al., 2001). Este valor deve ser, pelo menos, o
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mesmo atualmente, por se tratar de um antibiético restrito ao uso hospitalar e por
ser uma alternativa aos antibioticos de uso mais corrente.

A vancomicina € caracterizada por possuir uma complexa estrutura triciclica
(dois anéis contendo 16 membros e o outro 12 membros), estando estes ciclos
conectados por sete ligagdes peptidicas (figura 1). Sua féormula estrutural foi
determinada somente no final dos anos 70, por analises de raios-X (Sheldrick et
al., 1978). A vancomicina exerce agdo contra cocos e bacilos Gram positivos,
como Staphylococcus aureus, Streptomyces orientalis e Staphylococcus
epidermidis (Kirk-Othmer, 1978; Ullmann’s, 1985). Atua como antagonista
competitivo da polimerizagdo da cadeia de peptideoglicano, formador da parede
celular, afetando sua permeabilidade e inibindo a sintese de RNA (acido
ribonucléico) (Gerhard et al., 1993; Pearce et al., 1995; Pearce e Williams, 1995;
Schafer et al., 1996; McPhail & Cooper, 1997; Heck et al., 2001; Srinivasan et al.,
2002; Tavares, 2002)

OH OH
NH,
CH
H3C 3 @] OH
HO
© @)
(0] Cl
o
H
O OHO
H H
N N N N
“CHs
0 H H o H H H
Hs;C
o) NH,
CHs

Figura 1. Formula estrutural da vancomicina (The Merck Index, 1996).
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2.2 Mecanismo de acao

A eficacia da vancomicina contra cocos e bacilos Gram positivos, como
Staphylococcus aureus, Streptomyces orientalis e Staphylococcus epidermidis
(Kirk-Othmer, 1978; Ullmann’s, 1985) é devida a sua propriedade de formar uma
rede de cinco ligagcbes de hidrogénio com a porgcdo protéica da cadeia de
peptideoglicano durante a formagéo da parece celular bacteriana, especificamente
na sequéncia terminal formada por lisina e duas moléculas de alanina, L-Lis-D-
Ala-D-Ala (figura 2), afetando sua polimerizagdo, comprometendo a formagao da
parede celular (Nicolaou e Snyder, 2003), alterando a permeabilidade da
membrana citoplasmatica e interferindo na sintese de RNA (Gerhard et al., 1993;
Pearce et al., 1995; Pearce e Williams, 1995; Schafer et al., 1996; McPhail &
Cooper, 1997; Heck et al., 2001; Srinivasan et al., 2002; Tavares, 2002).

OH OH
NH,
CH
HsC 3 o oH
HO
HO
o)
H
HOOC

Figura 2. Ligagc&do da vancomicina com a terminagdo da parede celular bacteriana.
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A resisténcia a vancomicina surge quando a bactéria substitui, através de
enzimas, uma molécula de alanina por uma de lactato, resultando na terminacéao
L-Lis-D-Ala-D-Lac, Com esta terminagdo, a vancomicina se liga a parede celular
através de quatro ligagdes de hidrogénio, resultando em perda de 20 % de
interacdo com o peptideoglicano, o que implica na diminuicdo da poténcia

antibidtica por um fator de 1000 (Nicolaou e Snyder, 2003).
2.3 Uso terapéutico e efeitos colaterais

A via de administragdo recomendada para a vancomicina € a intravenosa,
pois a vancomicina & pouco absorvida por via oral e a introdug&o intramuscular
pode provocar dor, hipersensibilidade e até necrose no tecido muscular. A
concentracado sérica recomendada para o tratamento de infecgdes causadas pela
maioria dos microrganismos Gram positivos, situa-se na faixa de 5-10 mg L™
Valores superiores s&o considerados potencialmente toxicos (Hammett-Stabler &
Johns, 1998).

Recomenda-se, para que a toxicidade da droga seja evitada ou reduzida,
que concentragdes séricas sejam mantidas abaixo de 40 mg mL™" (Tobin et al.,
2002). Entretanto, diversas controvérsias existem em relagdo as indicagdes para a
dosagem sérica rotineira da vancomicina. Considera-se, de modo geral, que para
pacientes adultos com fungdes renais normais nao seja necessario monitoramento
diario, sendo tal monitoramento recomendado para os pacientes com alteracdes
da funcdo renal, especialmente para aqueles com terapia combinada de outro
aminoglicosideo ou outra droga nefrotoxica, para pacientes sob didlise renal, para
manutencdo da dose eficaz, pacientes com volumes de distribuicdo alterados,
como pacientes queimados, pacientes recém nascidos ou pediatricos, mulheres
gravidas, pacientes com doengas malignas; pacientes em tratamento prolongado
com vancomicina e para aqueles que necessitam doses elevadas do antibidtico
(Freeman et al., 1993; Hammett-Stabler & Jonhs, 1998; Begg et al., 2001).
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Os maiores problemas resultantes do tratamento com vancomicina residem
na sua neurotoxicidade, manifestada por danos ao nervo auditivo com perda
reversivel ou ndo da audi¢cdo, e nefrotoxicidade, reportada em 5 a 7% dos
pacientes. Esta porcentagem pode se elevar em até 35%, quando em associagao
com aminoglicosideos. No entanto, a nefrotoxicidade surge com maior frequéncia
se a concentracdo sangiiinea excede 10 mg mL™". Um outro efeito colateral
ocasionado pela acdo da vancomicina € a chamada Sindrome do Pescoco
Vermelho (“Red-neck syndrome”), que pode ocorrer em até 47% dos pacientes. A
reacdo € caracterizada por eritrema nas faces, pescoco e extremidades
superiores. Isto se deve a liberagdo de histamina por administracao intravenosa
rapida. Em casos esporadicos, podem ocorrer tromboflebites, febres, urticaria e
neutropenia (Hammett-Stabler & Johns, 1998; Davani et al., 2002).

Assim, existe a necessidade da dosagem de vancomicina em fluidos
corpoéreos para o ajuste de dose eficaz que permita eficiéncia de tratamento com
menores efeitos colaterais possiveis. Soma-se a isto, a necessidade do controle

de qualidade destes farmacos durante sua produgao e estocagem.

2.4 Identificagcao e quantificagcao da vancomicina

2.4.1 Métodos cromatograficos

Inicialmente, as primeiras técnicas desenvolvidas para a identificagdo de
vancomicina utilizavam o método de cromatografia em papel (Betina, 1963; British
Pharmacopeia, 1963), passando também por cromatografia em camada delgada,
em fase normal e reversa (Nowakowska et al., 2002). Atualmente, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC) tem
sido a técnica cromatografica mais empregada na analise de vancomicina, sendo
inclusive, método oficial de determinag¢ao de pureza (British Pharmacopeia, 2002;
USP, 2005) e método de controle de qualidade para laboratérios farmacéuticos
produtores de vancomicina, atingindo limites de deteccédo entre 100 a 0,007 ng

mL", de acordo com a matriz analisada. (Jehl et al., 1985; Shibata et al., 2003).
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Encontra-se na literatura, para a analise de vancomicina, métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com o uso principalmente de coluna de
fase reversa, como Cig, variadas fases moveis e detector de UV, trabalhando
numa faixa bastante variavel de comprimento de onda que vai desde 198 nm (Del
Nozal et al., 1996) até 282 nm (Farin et al., 1998). O método de HPLC tem sido
empregado tanto para a dosagem deste antibiotico no produto “puro” (Kirchmeier
& Upton, 1978; Inman, 1987; Forlay-Frick et al., 2002; Diana et al., 2003), como
para a dosagem em fluidos biologicos (Jehl et al., 1985; Bauchet et al., 1987;
Hosotsubo, 1989; Hu et al.,, 1990; Demotes-Mainard et al., 1994; Najjar et al.,
1995; Li et al., 1995; Luksa & Marusic, 1995; Del Nozal et al., 1996; Farin et al.,
1998; Favetta et al., 2001; Santos et al., 2001; Metz et al., 2002; Shibata, 2003;
Cass et al., 2003).

Outros detectores empregados em cromatografia liquida de alta eficiéncia
sdo o detector eletroquimico (Favetta et al., 2001) e o espectrdmetro de massa
(Shibata et al., 2003, Ghassempour et al., 2001).

2.4.2 Métodos imunolégicos

Os métodos de fluorescéncia polarizada (Pohlod et al., 1984; Bowhay et al.,
1997; Adamczyk et al.,1998; Azzazy et al.,, 1998; Hermida et al., 2001),
radioimunoensaio (Crossley et al.,, 1980; Fong et al., 1981; Blouin et al., 1982;
Ackerman et al., 1983) e enzima imunoensaio multiplo (Anne et al., 1988; Yeo et
al., 1988) sao exemplos de métodos imunoldgicos empregados para quantificagao
de vancomicina. As técnicas de imunoensaio multiplo e imunoensaio de
fluorescéncia polarizada séo realizadas, normalmente, através do emprego de
“kits” comerciais e analisadores automaticos, tais como o kit desenvolvido pelo
laboratério Abbott, “AxSYM Vancomycinll Assay®”, apresentando como vantagem
a auséncia de reagdes cruzadas com produtos de degradacdo cristalinos e
interferéncia minima de substancias enddgenas. Estes procedimentos oferecem
sensibilidade, seletividade, rapidez de analise, além de reducdo de contato

humano com amostras biolégicas, embora haja a dependéncia em relagcdo as
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empresas detentoras do direito de comercializacdo. A técnica de imunoensaio de
fluorescéncia polarizada tem sido apontada como a mais rotineira para analise de
vancomicina em amostras bioldgicas, sendo empregada em larga escala em
hospitais (Tobin et al., 2002).

No que se refere a técnica de radioimunoensaio, embora ela tenha
apresentado resultados confiaveis na dosagem de vancomicina, ndo tem sido
observada a continuidade dos estudos, talvez em funcdo do uso de substancias
de dificil manuseio (Ackerman et al., 1983).

De modo geral, os métodos imunoldgicos mais sensiveis atuam em uma

faixa de concentragdo de vancomicina entre 1 a 100 ug mL™".
2.4.3 Métodos biolégicos

A quantificacdo de antibidticos pode ser realizada com o uso de métodos
bioldgicos com aplicagao de discos de difusdo e turbidimetria.

Para o uso de discos de difusdo, realiza-se uma correlagdo entre a
concentragao aplicada de antibidtico e o didmetro de zona obtido devido a inibigao
do antibidtico. A faixa de concentracdo de vancomicina que estas técnicas
detectam fica entre 1 a 16 mg mL", de acordo com o microrganismo empregado.

Os métodos microbioldgicos, apesar de serem métodos de baixo custo,
quando comparados com outros métodos de analise da vancomicina, sdo muito
demorados, podendo variar, dependendo do procedimento envolvido, entre 4 a 5
horas de incubagao a 35 ° C (Walker & Kopp, 1978), 6 a 8 horas a 37 °C (Crossley
et al., 1980; Pohlod et al., 1984) ou até 16 a 18 horas entre 35-37 °C (Ristuccia et
al, 1984; Walker, 1980; Kureishi et al., 1990). Além disto, verifica-se falta de
sensibilidade e reprodutibilidade. Assim, estes métodos nao sdo usados, de modo

rotineiro, para a dosagem de vancomicina.
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2.4.4 Métodos espectrofotométricos

Dos métodos espectrofotométricos para a dosagem de vancomicina, um
dos primeiros foi desenvolvido por Fooks et al (1968). O método é baseado na
reacdo do reagente de Folin-Ciocalteau com grupamentos fendlicos da
vancomicina gerando um complexo colorido com absor¢do maxima em 725 nm.
Contudo, este reagente n&o é especifico para a vancomicina, podendo reagir com
outras moléculas que contém grupos fendlicos.

O levantamento bibliografico realizado para esta dissertagdo indica que ha,
na literatura, poucos métodos espectrofotométricos para a analise da vancomicina.
Dentre estes pode ser citado o trabalho de El-Ashry et al. (2000), onde é proposto
um método baseado na medida de espécie colorida, produzida pela reagdo do
antibiético com benzocaina, com absorcdo maxima em 443 nm. A faixa de
concentragdo para aplicagdo analitica situa-se entre 2 e 18 ug mL" de
vancomicina, com limite de detecgéo de 0,0156 ug.

QOutra técnica de quantificacdo de vancomicina que utiliza método
espectrofotométrico foi o trabalho desenvolvido por Belal et al. (2001). Ele se
baseia na formacdo de um derivado nitroso do antibiético, apds reacao de acido
nitico com um dos grupos fendlicos da molécula, sob aquecimento, com
determinacao espectrofotométrica, ou polarografica do composto formado. A faixa
de trabalho situa-se entre 4 e 32 ug mL" para vancomicina, com limite de
deteccdo de 2,7 ng mL™ para a deteccéo espectrofotométrica.

Mais recentemente, foram apresentados trés procedimentos experimentais
de analise espectrofotométrica para vancomicina. Eles tém como principio a
oxidacdo do antibiético com excesso de metaperiodato de sédio com formacéao de
espécies detectaveis espectrofotometricamente (Sastry et al., 2002), com faixa de
trabalho entre 1,15 a 5,11 pg mL™. O maior inconveniente destes procedimentos
propostos reside no tempo de reacdo de cerca de 40 minutos sob aquecimento.
Embora, a vancomicina sofra degradagao a 37 °C (White et al., 1988), o método,
segundo o relatado pelos autores, ndo sofre qualquer interferéncia da

temperatura.
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Os métodos espectrofotométricos, de modo geral, apresentam a vantagem
de serem acessiveis, de baixo custo e de facil manuseio. Porém, apresentam
como desvantagem em alguns trabalhos o longo tempo de analise, e o fato dos
valores de limite de deteccdo obtidos serem insuficientes para quantificagcdo de
vancomicina em fluidos biolégicos, sua maior aplicagdo se encontra na

quantificacdo do farmaco em preparag¢des farmacéuticas.
2.4.5 Outros métodos

Dentre outras metodologias desenvolvidas para quantificagdo de
vancomicina, além do uso de polarografia citado no trabalho de Belal et al. (2001),
destaca-se o método potenciométrico, que foi utilizado em estudos envolvendo
formacdo de complexo da vancomicina com ions metalicos (Chabenat et al.,
1983). Os autores verificaram as condigdes para a formagdo de um complexo
estavel entre vancomicina e cobre (ll), complexo monitorado com eletrodo ion-
seletivo em sistema de fluxo.

Outras técnicas utilizadas para a dosagem de vancomicina aplicam a
eletroforese capilar (Lam & Le, 2002; Shamsi, 2002), e a eletrocinética capilar
(Kitahashi & Furuta, 2001) como meétodo de detecgdo. Estes apresentam
interessantes vantagens como a pequena quantidade de amostra e a rapidez de
analise, oferecendo, ainda, resultados bastante satisfatorios de limite de deteccao
e de linearidade (1,0 a 100 png mL" e 1,0 ug mL™", respectivamente, no caso da

eletrocinética capilar).
2.5 Outras aplicagoes

A vancomicina também tem sido empregada na area analitica como um
componente importante no desenvolvimento de colunas cromatograficas utilizadas
na separacao de misturas racémicas em HPLC (Armstrong et al., 1994), tornando-
se uma alternativa as fases quirais estacionarias de aminoacidos e ciclodextrinas.

A enantioseletividade da vancomicina acontece através de mecanismos como
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complexacédo de elétrons =n-n, ligagdo de hidrogénio, interagdes estéricas, ou a
combinagcdao desses fatores. O principal sitio envolvido na separagao
enantioseletiva € a amina secundaria presente no ciclo da molécula denominado
aglycon, conforme apresentado em trabalho de Nair et al. (1996). Recentemente,
a vancomicina foi aplicada na eletroforese capilar para separagao diferenciada de
enantidmeros, recobrindo a parede do capilar em associacdo com moléculas
poliméricas (Wang et al., 2007). A molécula de vancomicina pode ser usada como
referéncia para classificagdo de colunas cromatograficas de HPLC quanto a
parametros de seletividade e fatores de retengdo (Haghedooren et al., 2007).
Publicagdes recentes na literatura mostram diferentes linhas de pesquisa
relacionadas a molécula de vancomicina, tais como a interagdo da vancomicina
com ligantes peptidicos e o desenvolvimento de pesquisas relacionadas a quimica
combinatéria (Tseng et al., 2007), formagcao de dimeros através de ligantes e ions
metalicos, e seu impacto na atividade antimicrobiana (Kucharczyk et al, 2008) e a
utilizagdo de produtos de degradacdo da vancomicina para separagao

enantioseletiva de misturas racémicas (Ghassempour et al., 2008).



Capitulo 3

Parte Experimental

14



A. Rodrigues Junior Capitulo 3 15

3.1 Estudos Iniciais
3.1.1 Equipamentos

3.1.1.1 Analise Elementar: Equipamento Perkin EImer Elemental Analyzer
modelo PE 2400.

3.1.1.2 Espectrofotometria na regido do infravermelho (FT-IR):

Espectrofotdmetro Bomem FT-IR MB Series, modelo B100, resolucéo de 4 cm™.

3.1.1.3 Calorimetria diferencial por varredura: Equipamento TA

Instruments modelo DSC 2910 Differential Scanning Calorimetry.

3.1.1.4 Analise termogravimétrica: Equipamento TA Instruments modelo

2050 Thermogravimetric Analyzer.
3.2 Método Espectrofotométrico
3.2.1 Equipamentos

3.2.1.1 Espectrofotometro: foram utilizados dois espectrofotdmetros: um
Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000, para obteng&o de espectros na regido
do UV-Visivel da vancomicina e seus complexos e acompanhamento da
absorbancia em fungdo do tempo durante intervalos regulares. O outro
equipamento utilizado foi um Femto, modelo 600S, para realizacdo das analises e
estudo da influéncia dos excipientes na recuperagcdo do meétodo. Nos dois
aparelhos foram utilizadas celas de quartzo (marca Hellma), com caminho 6ptico
de 1,000 cm.

3.2.1.2 pHmetro: Analyser, modelo pH 300.
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3.2.1.3 Centrifuga: Fanem, modelo Excelsa 206 BL.
3.2.2 Reagentes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico, com excegao da
vancomicina base e do cloridrato de vancomicina, que eram produtos
farmacéuticos certificados (com grau de pureza de 94,7 % para vancomicina base
e 96,8 % para cloridrato de vancomicina). Estes produtos foram gentilmente
cedidos pela Antibiéticos do Brasil Ltda. A agua utilizada no preparo de solugdes e
em diluicbes foi destilada em sistema de destilagdo de vidro e deionizada em
aparelho MilliQ® (Millipore, MA, EUA).

3.2.3 Solugoes

3.2.3.1 Solugio acetato de sédio 2,0 mol L™: dissolugdo de 164 g

em 1000 mL de agua em balao volumétrico.

3.2.3.2 Solugao acido acético 2,0 mol L™: 121 mL de acido acético

glacial foram diluidos para 1000 mL com agua em um baldo volumétrico.

3.2.3.3 Solugao tampao HAc/Ac™ (acido acético/acetato) pH 3,5:
misturou-se 6,4 mL de solugdo de acetato de sédio 2,0 mol L™ (3.2.3.1) com 93,6
mL de acido acético 2,0 mol L™ (3.2.3.2) em um baldo volumétrico de 1000 mL,

completando-se o volume com agua.

3.2.3.4 Solugao tampao HAc/Ac™ (acido acético/acetato) pH 4,5:
43,0 mL de solugdo de acetato de sédio 2,0 mol L™ (3.2.3.1) com 57,0 mL de
acido acético 2,0 mol L' (3.2.3.2) em um baldo volumétrico de 1000 mL,

completando-se o volume com agua.
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3.2.3.5 Solugao tampao HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 3,5: 50
mL de solu¢do tampao HAc/Ac” pH 3,5 em agua (3.2.3.3) foram colocados em um
baldo volumérico de 100 mL sendo o volume completado até a marca do baldo

com etanol absoluto.

3.2.3.6 Solugao tampao HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 4,5: 50
mL de solu¢do tampao HAc/Ac” pH 4,5 em agua (3.2.3.4) foram colocados em um
baldo volumérico de 100,0 mL sendo o volume completado até a marca do balao

com etanol absoluto.

3.2.3.7 Solugao estoque de vancomicina: 283,0 mg de
vancomicina base (VCM) foram dissolvidas em 5 mL de solu¢gdo tampao HAc/Ac
de pH 3,5 (3.2.3.3) em baldo volumétrico de 10,0 mL, completando o volume do
baldo com etanol absoluto. Esta solugcdo, considerando a pureza do antibidtico,
equivale a uma concentracdo de VCM de 0,02 mol L.

3.2.3.8 Solugao estoque de cloridrato de vancomicina: 290,0 mg
de cloridrato de vancomicina (HVCM) foram dissolvidas em 5 mL de solugao
tampao HAC/Ac pH 3,5 (3.2.3.3) em baldo volumétrico de 10,0 mL, completando o
volume com etanol absoluto. Esta solucéo, considerando a pureza do antibidtico,

equivale a uma concentragcao de HVCM de 0,02 mol L.

As solugdes estoque de VCM e HVCM foram estocadas em geladeira e
foram preparadas semanalmente.

A partir das solucdes estoque, de VCM e de HVCM, foram preparadas
solugdes para a construcido das curvas de calibragdo na faixa de 0,001 a 0,01 mol
L™, através de diluicdes de volumes adequados das solugdes estoque utilizando

solugao tampao HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 3,5 (3.2.3.5).

3.2.3.9 Solugio de acetato de cobre(ll) 0,06 mol L™: 600 mg de
acetato de cobre(ll) monohidratado (Cu(CH3COOQO),.H,0) foram dissolvidos em 25
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mL de solugdo tampao HAc/Ac™ (pH 4,5) (3.2.3.4) em um baldo volumétrico de

50,0 mL, sendo o volume completado até a marca do baldo com etanol absoluto.

3.2.3.10 Solucdo de acido cloridrico 1 mol L™: 85 mL de acido
cloridrico concentrado (37,2 %) foram diluidos com agua para um volume final de

1000 mL em baldo volumétrico.

3.2.3.11 Solugao de acido cloridrico 0,1 mol L' esta solucao foi

obtida pela diluicdo apropriada da solucao 1,0 mol L.

3.2.3.12 Solugdo de NaOH 0,1 mol L™: 4 g de NaOH anidro foram
dissolvidos com agua num béquer de 100 mL. Esta solugéo foi quantitativamente
transferida para um balao volumétrico de 1000 mL, sendo o volume completado

com agua até a marca e homogeneizado.
3.2.4 Preparo de amostras contendo excipientes

Misturou-se 1,0000 g de vancomicina (VCM; HVCM) independentemente
com 1,0000 g de um dos quatro excipientes estudados (amido, celulose, lactose e
silica). A mistura foi feita em pequenas porgbes, num almofariz, triturando e
homogeneizando sistematica e cuidadosamente com um pistilo.

O mesmo procedimento foi realizado para o preparo das amostras de

vancomicina base e de cloridrato de vancomicina, totalizando 8 amostras.

3.3 Procedimento Experimental

3.3.1 Analise Elementar

Foi realizada no laboratério de analises C,H,N do Instituto de Quimica da
Unicamp, usando o aparelho Perkin Elmer Elemental Analyzer modelo PE 2400.

3.3.2 Espectrofotometria na regidao do Infravermelho (FT-IR)
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Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos no laboratério de
infravermelho do Instituto de Quimica da Unicamp.

Foram preparadas pastilhas de KBr da seguinte forma: uma porg¢ao de 10,0
mg de VCM (e de HVCM) foi misturada e homogeneizada com 90,0 mg de
brometo de potassio; em seguida foi prensada para formar uma pastilha; foram
obtidos os espectros de infravermelho médio (entre 400 - 4000 cm™) da VCM e da
HVCM.

3.3.3 Analises de DSC e TGA

Foram realizadas no laboratério de analises térmicas do Instituto de
Quimica da Unicamp, usando os equipamentos TA Instruments modelo DSC 2910
Differential Scanning Calorimetry e TA Instruments modelo 2050
Thermogravimetric Analyzer.

A analise de DSC foi conduzida com um ciclo de variagdo de temperatura,
iniciando com aumento de temperatura constante da amostra em 10 °C / minuto,
até atingir o valor de 250 °C, em seguida permanecendo nesta temperatura
durante 5 minutos, para finalmente a amostra ser resfriada até 25° também a uma
razdo de 10 °C / minuto.

A analise de TGA consistiu no aumento constante da temperatura da
amostra até 800 °C, sob atmosfera inerte de nitrogénio, e no decorrer do aumento

da temperatura monitorou-se a variagdo na massa da amostra.
3.3.4 Desenvolvimento do Método Espectrofotométrico

No desenvolvimento do método proposto nesta dissertacdo estudou-se o
farmaco sob duas formas: a vancomicina denominada vancomicina base
(denominada neste trabalho como VCM) e o cloridrato de vancomicina
(denominado neste trabalho como HVCM). As duas espécies foram estudadas

tanto na sua forma pura como em mistura com um de quatro possiveis
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excipientes, dentre os mais usados na industria farmacéutica (amido, celulose,
lactose, silica), simulando formulagbes farmacéuticas.

O método proposto baseou-se na reagdo da vancomicina com ions
cobre(ll), inicialmente descrita por Chabenat et al. (1983), onde se forma uma
espécie de cor lilas com maximo de absorcdo em 555 nm.

Foram realizados estudos dos parametros que influenciam esta reacao,
como o contra-ion do sal de cobre(ll), o solvente, o pH, a propor¢édo molar entre
solugdes de vancomicina e do ion cobre(ll) e a temperatura.

Como método de comparagdo empregou-se o cromatografico (HPLC)
segundo Lunn (2000), que emprega o mesmo tipo de coluna cromatografica,
detector e fase moével no método descrito nas Farmacopéias Americana e da
Britanica (British Pharmacopeia, 2002, USP, 2005), porém a anadlise é realizada
em modo isocratico, enquanto que nas Farmacopéias o utiliza-se o modo de
gradiente.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizou de coluna
cromatografica Nova Pak C18, com 250 mm de diametro, didametro interno de 4,6
mm e tamanho de particula de 5 um, fase médvel composta de
acetonitrila:trietilamina:tampao trietlamina em agua, pH 3,2, ajustado com acido
fosforico, na proporgdo 7:1:92 v/v, vazdo de 1 mL min™' e detector na regiao do
ultravioleta, com comprimento de onda ajustado em 284 nm.

Os resultados de recuperacao dos métodos foram comparados através do
teste t pareado de Student (Eckschlager, 1972; Calcutt e Boddy, 1983).

3.3.5 Construgao da Curva Analitica

A partir das solugbes estoque de VCM (3.2.3.7) e de HVCM (3.2.3.8) foram
preparadas solucdes de calibracdo na faixa de 0,001 a 0,01 mol L', através de
diluicbes adequadas das solugdes estoque com uso da solugédo tampao HAC/Ac,
agua-etanol 50 % v/v, pH 3,5 (3.2.3.5).

Foram preparadas 5 solu¢cdes de VCM e 8 de HVCM para a construcdo das

curvas analiticas.
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Misturou-se 1,5 mL de cada solugao de calibracdo de VCM ou de HVCM,
com 1,5 mL da solugdo de acetato de cobre(ll) 0,06 mol L™ (3.2.3.9), resultando
na formagcdo de um complexo lildas soluvel, com maximo de absor¢do no
comprimento de onda de 555 nm.

Foram realizadas 3 leituras de absorbancia de cada uma das solucdes
(retirando e recolocando a cubeta no espectrofotdmetro), utilizando a média

dessas leituras para a constru¢ao da curva.
3.3.6 Tratamento das amostras de VCM e HVCM
3.3.6.1 Amostras puras de VCM e HVCM

O procedimento foi 0 mesmo tanto para VCM como para HVCM. Pesou-se
75,0 mg (+ 0,1 mg) do analito, que foi inicialmente dissolvido em 5,0 mL de mistura
tampao aquosa HAc/Ac pH=3,5 (3.2.3.3) sendo, entdo, transferido para um balao
volumétrico de 10,0 mL. Em seguida, adicionou-se 0,096 mL de acido cloridrico
1,0 mol L (3.2.3.10), e completou-se o volume do baldo com 5 mL de etanol
absoluto, quase até o menisco. Apds a homogeneizagéo, ajustou-se 0 menisco da

mistura com solugéo tampao HAc/Ac pH 3,5-etanol 50 % v/v (3.2.3.5).

3.3.6.2 Amostras sintéticas

O procedimento de extracdo das amostras contendo vancomicina e
cloridrato de vancomicina foi desenvolvido no laboratério, baseado na solubilidade
do excipiente frente aos solventes utilizados.

Dentre os excipientes estudados, a lactose foi o unico que se mostrou total
e facilmente soluvel nos solventes empregados. O procedimento seguido para
esse tipo de amostra foi a pesagem de 150,0 mg (0,1 mg) do analito. A
dissolucédo foi realizada da mesma forma que nas amostras puras de VCM e

HVCM, como descrito na se¢ido acima.
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No caso dos excipientes parcialmente soluveis (amido, celulose e silica),
pesou-se 150,0 mg (£0,1 mg) de aliquota da amostra preparada em tubo de
ensaio com tampa, e dissolveu-se com 1,0 mL da solugdo tampao aquosa HAc/Ac
pH=3,5 (3.2.3.3). Em seguida adicionou-se 0,096 mL de acido cloridrico 1,0 mol
L™ (3.2.3.10). Realizou-se, entdo, agitacdo manual vigorosa do contetido do tubo
por 1 minuto. Apdés esta agitagdo, o tubo foi levado a centrifuga. Foi feita
centrifugacdo a 3000 rotagdes por minuto (rpm) durante 3 minutos. A seguir,
retirou-se o sobrenadante do tubo de ensaio, com o auxilio de uma pipeta Pasteur,
e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10,0 mL. A mesma aliquota foi
submetida a mais duas etapas de extracao (totalizando trés etapas), sem a adigao
do acido cloridrico. Os sobrenadantes resultantes dessas extragdes foram

misturados no mesmo baldo. Em seguida, adicionou-se 2,0 mL de solugao tampao
aquosa HAc/Ac pH=3,5 (3.2.3.3), e completou-se o volume do baldo até o

menisco com etanol absoluto, homogeneizando, a seguir.
A figura 3 esquematiza o processo de extragcdo de VCM e HVCM das

amostras contendo excipientes.
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Soluvel: Lactose Solubilidade e
Amido,Celulose, Silica

Pesagem 150,0 mg Pesagem 150,0 mg
mistura VCM mistura VCM
(HVCM)-lactose (HVCM)-excipiente
Dissolugao em 5,0 mL de Dissolugdo em 1,0 mL de solugao
solugao tampao HAc/Ac’ tampao HAc/Ac™ pH 3,5 em tubo de
pH 3,5 em baldo de 10 mL ensaio
Etapas realizadas 3x Agitagcdo manual (1 minuto)
(Adicao 9? uL de HCI 1,0
Adigo de 96 uL HCI 1,0 et (& ™ EfpCE [
mol L™ primeira extragao)

Centrifugagao (3000 rpm - 3
minutos)

Ajuste ao menisco;
homogeneizacdo manual.

Retirada sobrenadante

Reagao com acetato

de cobre(ll) e = — Adigio 2,0 mL de
medicao da JUSte ao menisco; solugdo tampao
absorbancia no homogeneixagdo HAc/Ac- pH 3,5 em
" e baldo de 10,0 mL
espectrofotometro

Figura 3. Esquema do processo de extragdo de VCM e HVCM em amostras
contendo excipientes.
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3.3.6.3 Reacao com solugao de cobre(ll)

Misturou-se 1,50 mL das solugcbes obtidas com as amostras que
originalmente continham excipientes apds as extragcbes com 1,50 mL da solugao
de acetato de cobre(ll) 0,06 mol L™ (3.2.3.9), da mesma forma que no caso da
preparacdo das solugcbes de calibracdo de VCM e HVCM para construgdo da
curva analitica.

Logo apds, foi feita a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a 555

nm, para quantificar a sua concentracgao.
3.3.7 Estudos de especificidade (Shabir et al, 2003).

Pesou-se 75,0 mg de VCM e HVCM para estudos de especificidade através
de dissolugdo com as solugdes: 10 mL de solugéo basica (NaOH 0,1 mol L'1), 10
mL de solugdo acida (HCI 0,1 mol L™), 10 mL de solucdo oxidante (peréxido de
oxigénio 3 % v/v) e 10 mL de agua. Apos a dissolugdo, estas misturas foram
aquecidas a 80 °C durante 30 minutos.

Depois deste tratamento, adicionou-se, a 1,5 mL de cada uma destas
misturas, 1,5 mL de acetato de cobre(ll) 0,06 mol L. Em seguida observou-se

visualmente para confirmar ou ndo a formagao do complexo.
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4.1 Introducgao

Grande parte dos trabalhos envolvendo caracterizagao e/ou avaliacdo de
propriedades da molécula de vancomicina tém sido realizado através de técnicas
de difragao de raios-X (Sheldrick et al., 1978; Schafer et al., 1996; McPhail et al.,
1998) e ressonancia magnética nuclear (Pearce e Williams, 1995; Pearce et al.,
1995; Gerhard et al. 1992). Recentemente, interagdes nao covalentes da
vancomicina com ligantes que simulam o receptor da parede celular também
foram investigadas através da espectrometria de massas (Heck e Jorgensen,
2004).

4.2 Analise elementar

A composicao percentual tedrica da vancomicina base (M=1449,3 g mol L™)
para os elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio é: C 54,7 %; H 5,2 %; N 8,7 %
(The Merck Index, 1996).

A composigao percentual tedrica do cloridrato de vancomicina (M=1485,8 g
mol ™) para os elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio é: C 53,4 %; H 5,2 %;
N 8,5 %.

Na tabela 1 estdo os resultados obtidos experimentalmente, para a
composicao percentual em carbono, hidrogénio e nitrogénio, com as amostras de
VCM (vancomicina base) e HVCM (cloridrato de vancomicina) utilizadas neste
trabalho, onde sdo comparadas com os valores teoricos.

Os resultados das porcentagens apresentados nesta tabela foram
corrigidos em funcdo do grau de pureza dos compostos (94,7 % para VCM e 96,8
% para o HVCM) e do teor de agua presente (17,0 % para VCM e 2,2 % para
HVCM), conforme apresentado no laudo que acompanhou as amostras de VCM e
HVCM.
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Tabela 1. Porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio encontrados nos
farmacos HVCM e VCM utilizados neste trabalho e seus valores tedricos.

VCM VCM HVCM HVCM
Elemento i
% literatura % experimental % tedrica | % experimental
C 54,7 55,0 53,4 54,6
N 8,7 8,6 8,5 8,7
H 5,2 5,0 9,2 5,4

Os resultados obtidos sdo proximos ao valor tedrico, tanto para VCM como
para HVCM. Portanto, os farmacos usados foram considerados adequados para o

prosseguimento dos trabalhos.

4.3 DSCe TGA

As analises de calorimetria diferencial por varredura (DSC) de VCM e de
HVCM estéo apresentadas nas figuras 4 e 5, respectivamente.

Nos dois graficos de DSC aparece um sinal endotérmico centrado em
121,34 °C para VCM e em 154,11 °C para HVCM.

Nas analises por termogravimetria de VCM (figura 6) e HVCM (figura 7)
observa-se que, no caso da VCM ha significativa perda de massa (11,27%) entre
aproximadamente 40 e 200 °C, que corresponde a absorgao de energia observada
no caso da analise por DSC. No caso da HVCM observa-se fato semelhante. Na
analise termogravimétrica verifica-se perda de 5,79% de massa entre 40 e 200 °C,
aproximadamente, o que corresponde a absorgdo de energia observada no caso
da analise por DSC.

Tanto os graficos de DSC quanto os termogramas indicam a perda de agua
de cristalizagdo presente nos dois analitos, além da degradagdo dos compostos

com o aumento da temperatura.
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Figura 4. Grafico de DSC da molécula de VCM
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Figura 5. Grafico de DSC da molécula de HVCM.
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Figura 6. Termograma da molécula de VCM.
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4.4 Infravermelho (FT-IR)

Os espectros no infravermelho médio (figura 8), da vancomicina base e do
cloridrato de vancomicina foram obtidos no estado sélido usando pastilhas de KBr.
Tal registro foi feito, uma vez que nao foram encontrados tais espectros na
literatura corrente, e considerou-se o espectro de infravermelho como um
indicativo para confirmacgao da estrutura dos analitos.

Na figura 8 podem ser vistos os espectros da VCM e da HVCM na regido do
infravermelho médio, entre 500 e 4000 cm™.

Os espectros dos dois compostos sido similares. Contudo, apesar de
diferencas na transmitancia, que podem ser originarias da preparagdo das
pastilhas, se eles forem observados com um pouco de cuidado, mesmo sem a
pretensao de fazer uma detalhada atribuicdo de frequéncias, algumas diferencas
aparecem. Por exemplo, na regidao acima de 3300 cm™ as diferencas podem ser
atribuidas a protonagdo de grupos NH; amidicos n&o substituidos no caso da
HVCM. As diferengas observadas na regido abaixo de 1700 cm™, podem também
ser atribuidas, pelo menos em parte, a mudancas na frequéncia vibracional de
deformagéao fora do plano do grupo NH>, no estiramento C=0 e do estiramento da
ligagdo C-N (Colthup et al. 1975).

Na regidao de aproximadamente 3000 - 3600 cm”', deve-se lembrar da
vibrac&o de estiramento da ligagdo O-H---O que apresenta uma banda muito larga,
como aparece nos espectros obtidos.

Ao redor de 1127 cm™ aparece a vibragéo de deformacéo axial assimétrica
da ligagdo C-O-C presente em um anel de 6 membros. Entre 1520-1650 cm™,
aparecem as vibragdes referentes aos anéis aromaticos da molécula (Silverstein e
Webster, 1998; Pavia, Lampmam e Kriz, 2001).

Para o HVCM, também se obteve espectros de uma amostra apods
secagem, em dessecador, com pentoxido de fosforo, com o propdsito de verificar
se a banda em 3500 cm™, caracteristica de deformac&o da ligagdo O-H---O de
agua, teria sua intensidade diminuida. A secagem foi feita colocando uma porgao
do antibiético, finamente pulverizado, em um vidro de reldgio. Este ficou fechado

dentro de um dessecador de vidro em presenca de pentoxido de fésforo por 5
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dias, quando foi obtido o primeiro espectro. Na sequéncia, o segundo espectro foi
obtido apods 7 dias de secagem.

Ao observarmos com cuidado o0s espectros apds a secagem, nhao
aconteceu a redugao da intensidade da banda de deformacao da ligagédo O-H---O
de agua. Pode-se, entdo supor que a agua presente no antibiético seja mais do
que simples umidade, fazendo parte da estrutura cristalina. Os espectros apos
secagem dos antibidticos estdo apresentados na figura 9.

Esta evidéncia de agua de cristalizagao apresentada pelos espectros de
infravermelho vém de encontro com as informagdes fornecidas pelos termogramas
das figuras 6 e 7, onde pode se observar a perda desta agua de cristalizagao.

Frequéncias referentes a ligagdo C-Cl, sdo observadas entre 500-900 cm™,
(Schrader, 1995). Isto nos leva a pensar que o decaimento na transmitancia
observado abaixo de 900 cm’ pode ser atribuido a presenca de cloro nas
moléculas de VCM e de HVCM.
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Figura 8. Espectros na regido do infravermelho médio de VCM e HVCM.
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Figura 9. Espectros na regido do infravermelho médio (400-4000 cm™) de HVCM apés A) 5 dias e B) 7 dias de secagem
com pentoxido de fosforo.
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4.5 Desenvolvimento do método

Para o desenvolvimento da técnica de quantificagdo utilizando o método
espectrofotométrico proposto, baseado na reagdo entre a vancomicina e o ion
cobre(ll), com a formagao de um complexo com coloragao lilas, foram avaliados os
seguintes parametros para otimizagao do procedimento: contra-ions de diferentes
sais de cobre(ll) para reagdo com o analito; solventes para dissolugdo do analito e
do sal de cobre(ll) e suas combinagdes; pH do meio reacional; propor¢ao molar

entre a molécula de vancomicina e o ion cobre(ll); temperatura.

4.5.1 Estudo da influéncia dos contra-ions dos sais de cobre(ll) e dos
solventes

Inicialmente estudou-se qual seria o contra-ion conjugado com o cation
cobre(ll) que pudesse, eventualmente, ser mais favoravel na reagao do ion
metalico com a vancomicina. Também foram feitos estudos a respeito dos
solventes, puros ou em mistura, onde a reacdo pudesse apresentar melhor
desempenho, tendo em conta os quesitos rapidez, estabilidade, solubilidade e alta
absor¢ao molar do complexo.

Foi estudada a reacdo de HVCM, dissolvida em &agua, com diferentes
solugdes de sais de cobre(ll) (sulfato, acetato, nitrato e cloreto), dissolvidos em
agua, acetonitrila ou etanol. Os resultados sdo mostrados nas figuras 10 a 13. O
branco era constituido de solugédo aquosa do mesmo sal de cobre(ll) usado para a
reacao e na mesma concentracao utilizada para a reacgao.

Foi observado que o acetato de cobre(ll), dissolvido em qualquer dos trés
solventes (agua, etanol e acetonitrila), € o sal mais adequado para a reagao,
conforme mostra a figura 10. Esta observagao difere do resultado apresentado no
trabalho de Chabenat et al. (1983), que utilizou o cloreto de cobre(ll) para
complexacao.

No caso da reacdo com acetato de cobre(ll), segundo Schafer et. al. (1996),
a vancomicina apresenta uma configuragédo favoravel a complexagdo com o ion

cobre(ll) na presenga do ion acetato, pois este ion mimetiza a parte C-terminal da
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parede celular da bactéria, se ligando aos dois grupos amino do esqueleto

peptidico da molécula, e com a cadeia lateral NH,*-CHs.
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Figura 10. Espectros do produto da reagcdo de HVCM 0,02 mol L7 (1,5mL) em
agua com acetato de cobre(ll) 0,02 mol L™ (1,5 mL) em: 4gua, acetonitrila e
etanol. Branco: mistura de solugdo acetato de cobre(ll) 0,02 mol L™ (1,5 ml) com
agua (1,5 mL) no solvente adequado com agua para obter uma solugdo 50 % v/v.
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Figura 11. Espectros do produto da reacdo de HVCM 0,02 mol L' em agua (1,5
mL) com cloreto de cobre(ll) 0,02 mol L™ (1,5 mL) em: 4gua, acetonitrila e etanol.
Branco: mistura de solugédo contendo cloreto de cobre(ll) 0,02 mol L no solvente
adequado com agua de modo a obter uma solugéo 50 % v/v.
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Figura 12. Espectros do produto da reagcdo de HVCM 0,02 mol L em agua (1,5

mL) com nitrato de cobre(ll) 0,02 mol L™ (1,5 mL) em: 4gua, acetonitrila e etanol.

Branco: mistura de solugdo contendo solugéo de nitrato de cobre(ll) 0,02 mol L
no solvente adequado com agua de modo a obter uma solugédo 50 % v/v.
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Figura 13. Espectros do produto da reagdo de HVCM 0,02 mol L' em agua (1,5

mL) com sulfato de cobre(ll) 0,02 mol L'(1,5 mL) em: 4gua, acetonitrila e etanol.

Branco: mistura de solucdo contendo solugéo de sulfato de cobre(ll) 0,02 mol L™
no solvente adequado com agua de modo a obter uma solugéo 50 % v/v.
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Figura 14. Espectros na regido do ultravioleta-visivel, de solugbes de acetato,
cloreto, nitrato e sulfato de cobre(ll) em etanol, em agua e em acetonitrila. A
concentracéo dos sais é igual a 0,02 mol L.

Na figura 14 sdo mostrados os espectros dos sais testados de cobre(ll), que
foram dissolvidos em agua, etanol e acetonitrila, e que foram empregados como
brancos nos estudos cujos resultados estao resumidos nas figuras 10, 11, 12 e 13.

Outros solventes testados foram o pentanol e o alcool isopropilico, quanto a
solubilidade dos sais de acetato de cobre(ll) e cloreto de cobre(ll). Os resultados
mostraram que estes solventes n&o dissolvem estes sais. A escolha destes dois
sais foi devida, no caso do acetato, por causa dos melhores resultados de
absorbancia, e do cloreto pelos resultados apresentados por Chabenat et al.
(1983). Os resultados obtidos de solubilidade (observagdo visual) dos sais de
cobre(ll), do pH da mistura e da reagcdo com HVCM, em todos os solventes

empregados, estao apresentados na tabela 2.
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Segundo Nair et al. (1996) a interagao entre o ion cobre(ll) e a vancomicina
em meio aquoso acontece com a formagéao de 4 ligagcdes entre o ion e a molécula
e uma ligagao entre cobre(ll) e uma molécula de agua, fazendo com que o cobre

tenha um numero de coordenagédo 5, conforme mostrado na figura 15.

OH OH
NH>
CH
H3C 3 O OH
HO g
O
H
| N
o) H

Figura 15. Representagéo das ligagdes entre o ion cobre(ll) com a molécula de
vancomicina em meio aquoso (Nair et al., 1996).
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Tabela 2. Resultados de solubilidade, pH e reagdo com HVCM em agua dos sais
de cobre (ll).

. . Alcool
Agua Etanol Acetonitrila Pentanol -
Isopropilico
Solubilidade
= . . Parcialmente . .
s Solavel Solavel . Insolavel Insolavel
5 Soluvel
o
(&)
S Cor da solugéao Azul claro Verde escuro Verde claro Incolor Incolor
o)
:
5] H 7 7 8 7 7
&g p
Reagdao com
+ + + - -
HVCM.q)*
. . Alcool
Agua Etanol Acetonitrila Pentanol
. Isopropilico
Solubilidade
% Soluvel Soluvel Soluvel Soluvel Soluvel
S
8 - Verde
P Cor da solugéao Incolor Verde amarelado Amarelo escuro Verde amarelado
o amarelado
2
(]
_3 pH 4 6 4 5 5
(&)
Reagao com
* * + - -
HVCM.q)*
. . Alcool
Agua Etanol Acetonitrila Pentanol
. Isopropilico
Solubilidade
3 Solavel Solavel Solavel - -
S
S
P Cor da solugéo Incolor Azul Azul - -
°
2
5 pH 5 6 5 - -
=z
Reagdo com
b b * - -
HVCM,q)*
. . Alcool
Agua Etanol Acetonitrila Pentanol -
. Isopropilico
Solubilidade
= . Parcialmente .
3 Soluvel Insoluvel - -
= soluvel
)
S
P Cor da solugéao Incolor Azul Incolor - -
o
2
©
s pH 4 7 7 - -
(7]

Reagao com
HVCM.q)*

+

+

s

* Legenda: +, reagdo ocorre; +, reagdo ocorre, mas o meio reacional fica opaco;
—, hdo ha formagédo de complexo.
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4.5.2 Proporcao molar

A propor¢ao entre HVCM e ions cobre(ll), segundo Chabenat et al. (1983) é
de 1:1, empregando cloreto de cobre(ll) e HVYCM em solugdes aquosas. Esta
mesma propor¢ao foi observada neste trabalho na reacdo entre HVCM aquoso e
acetato de cobre(ll) preparado em etanol anidro.

O estudo da proporgéo foi realizado empregando acetato de cobre(ll) em
excesso em relagcdao ao HVCM, sendo as leituras de absorbancia feitas em 760
nm, comprimento de onda que corresponde ao Amax do acetato de cobre(ll). A
partir dos resultados de absorbancia, no meio reacional, para solugdes contendo
apenas acetato de cobre(ll), obteve-se o valor do coeficiente de absortividade
molar do acetato de cobre(ll) (¢= 36,12 mol’ L cm™). Assim, a partir dai, foi
possivel determinar a concentragdo de acetato de cobre(ll) que ndo reagiu nas
solugdes que continham HVCM ou VCM. Os resultados indicaram uma relagao
molar de 1:1 vancomicina:cobre(ll). Entretanto, optou-se, para o método, pelo uso
de solugdes onde a relagéo entre as concentragdes das solugdes de VCM (HVCM)
e acetato de cobre(ll) fique na proporcédo de 1:3 ou mais, visando garantir a
complexacao total do analito. O uso de etanol no preparo das solugcées também foi
favoravel, pois resultou em um aumento no valor de absorbancia.

A figura 16 A apresenta os espectros de absor¢gao do complexo, em solugao
agual/etanol, na regido do visivel, onde pode se observar a variagdo da
absorbancia em relacdo a concentracdo de HVCM, tendo sido mantida constante
a concentragao de acetato de cobre(ll). O Amax do complexo formado se localiza

em 555 nm.
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Figura 16. Es1pectros do complexo formado na reagéo entre acetato de cobre (ll)
0,02 mol L"" em etanol (1,5 mL) com HVCM em agua (1,6 mL) em diferentes
concentragbes. (Branco: mistura de 1,5 mL de etanol com 1,5 mL de agua).
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4.5.3 Temperatura

Durante o desenvolvimento do método, foi constatado que o complexo
precipitava em agua, dificultando a realizagdo de medidas espectrofotométricas.
Com a adigao de etanol observou-se que o intervalo de tempo para que ocorresse
a precipitacdo aumentava. Observou-se, também, que o intervalo de tempo, a
partir da mistura dos reagentes, para o inicio da precipitagdo, nao é constante. Em
outras palavras, o complexo ora precipitava imediatamente apdés a mistura das
solugdes reagentes, ora levava alguns minutos e até horas.

Um dos fatores que causava essa precipitacdo era a mistura muito rapida
da solugéo de VCM (HVCM) com a solugao de acetato de cobre(ll). Essa mistura
feita de maneira abrupta resultava em rapida formacao de precipitado lilas. Assim,
a mistura entre as solugdes contendo o analito e a solugao de acetato de cobre foi
realizada com adi¢cdo cuidadosa, gota a gota, da solugcdo de acetato de cobre(ll)
as solugbes de VCM (HVCM), com o que obteve intervalos maiores de tempo

antes do inicio da precipitagao.

Para tentar aumentar o intervalo de tempo de precipitacdo do complexo,
foram feitos alguns estudos do efeito da temperatura das solugbes reagentes na
estabilidade da solugdo do complexo.

Informagdes de literatura mostram que a VCM, em solucdes oftalmicas,
pode ser estocada em baixas temperaturas, inclusive em temperaturas abaixo de
zero, por até 3 meses sem alteracbes em suas propriedades fisico-quimicas
(Sautou-Miranda et al., 2002). Assim, para fazer os estudos de influéncia de
temperatura optou-se for manter a solucdo de HVYCM em 5 °C, adicionando-se a
solucdo de cobre em temperaturas variadas, até 35 °C.

O termo “tempo de estabilidade” foi definido como o periodo que se inicia
na mistura dos reagentes formando o complexo de coloragéo lilas, até 0 momento
em que inicia a precipitagdo. O grafico da figura 17 apresenta, nas abscissas, as
temperaturas nas quais a solugado de acetato de cobre (ll) foi termostatizada, em
banho, e o intervalo de tempo (nas ordenadas) em que o complexo permaneceu
soluvel; considerando-se a reacao entre solucdo aquo-etandlica de acetato de
cobre(ll) 0,02 mol L™ e solucdo aquosa de HVCM 0,02 mol L. A temperatura da
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solugdo de HVCM foi mantida em todos os casos em 5 °C. Volumes iguais das
duas solugbdes foram misturados, o que permitiu estimar que a temperatura do
meio reacional é a media aritmética das duas temperaturas. Como pode ser
observado (figura 17 e tabela 3), o controle de temperatura ndo significou aumento
de estabilidade do complexo, tenha este controle sido feito com temperaturas
acima ou abaixo da ambiente. Assim, optou-se por manter as solugdes reagentes

a temperatura ambiente.

Tabela 3. Intervalo de tempo necessario para o inicio da precipitacdo do complexo
formado em fungéo da temperatura da solugéo de acetato de cobre(ll) 0,02 mol L7
em agua-etanol 50%, reagindo com solucdo de HVCM 0,01 mol L' em agua.

Temperatura solucao Tempo?

acetato de cobre(ll) / minutos
/°C

5 14,6 +4,3

15 15,8 +7,0

20 94+0,3

25 10,4 + 0,6

30 99+1,5

35 8,9+22

@ intervalo de tempo apds o qual o complexo precipita; nimero de determinagées, n= 3.
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Figura 17. Tempo para o inicio da precipitagdo do complexo HVCM-Cu?*, em
relagdo a temperatura da solugdo de acetato de cobre(ll). Solugdo de HVCM
mantida em 5 °C.

4.5.4 pH

Segundo Antipas et al. (2000) o pH do meio é um fator de forte influéncia
sobre a estrutura da vancomicina, limitando inclusive sua vida de prateleira, devido
a deaminagao do residuo de asparagina com formacgéo de “zwiterion” e diminuigao
de sua solubilidade em agua. Outro aspecto importante € que enquanto o HVCM é
soluvel em agua destilada, o ajuste de pH €& necessario para dissolver a VCM
(Inman, 1987)

Com base nessas informacdes, foram iniciados estudos de pH com as
solugcdes envolvidas na formagao do complexo. Na primeira parte, estudou-se dois
valores de pH para as solugbes de acetato de cobre(ll): 3,5 e 4,5. O objetivo foi
verificar em qual pH era obtida a maior absorbancia, portanto maior formagao do
complexo ao reagir com VCM. Foi adicionado etanol a essas solugdes, nesses

dois valores de pH, de modo a obter solu¢cdes preparadas sempre em tampao
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HAc/Ac e em etanol, na proporgéao de 50% em fungéo do volume (mistura tampao-
etanol 50 % v/v).

Foram usadas, ainda, solucdes de diferentes concentragdes, de 1,0 x 107 &
7,0 x 102 mol L™, de VCM, preparadas em solucdo tampao HAc/Ac’ (pH 3,5), para

reagirem frente & solugdes de acetato de cobre(ll) 0,060 mol L', preparadas em

dois pH diferentes, ou seja, pH 3,5 e pH 4,5, como mostrado na tabela 4.

Tabela 4. Variagdo dos valores de absorbancia, em 555 nm, da reacdo de
solucées de acetato de cobre(ll) 0,060 mol L™, em diferentes valores de pH (pH
3,5 e pH 4,5), com solugbes de VCM com pH 3,5.

VCM Absorbancia Absorbancia
ImolL" | (acetato de cobre(ll) pH 3,5%) (acetato de cobre(ll) pH 4,5)

0,0010 0,184 0,210

0,0030 0,306 0,330

0,0050 0,425 0,450

0,0070 0,550 0,577

? Solugao de acetato de cobre preparada em mistura de etanol com solugéo tampao HAc/Ac™ (pH
ajustado em 3,5), na proporgéo de 50 % v/v.
b Solugéo de acetato de cobre preparada em mistura de etanol com solugédo tampao HAc/Ac (pH
ajustado em 4,5), na proporgéo de 50 % v/v.

Os valores mostram que quando o acetato de cobre € usado em pH 4,5, a
absorbancia final obtida €& maior, ou seja, forma-se mais complexo ou,
simplesmente, ha um aumento no valor da absortividade molar do complexo.

Estudou-se também a adicdo de etanol, em varias concentracbes, as
solucdes de VCM e de HVCM, para verificar qual a influéncia deste solvente na
reagao.

A concentragao de etanol foi variada de 25 a 50 % na mistura final entre as
duas solugbes reagentes. Para a reagdo foi usada solugdo 0,060 mol L' de
acetato de cobre(ll) em solugédo tampao HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 4,5. Os

resultados estdo na tabela 5.
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Tabela 5. Valores de absorbancia obtidos da reacdo de solugées de HVCM e
VCM 0,02 mol L com diferentes teores de etanol, com acetato de cobre(ll) 0,06
mol L' em solugdo tampao HAc/Ac, agua-etanol 50 % v/v, pH 4,5 .

[HVCMl % sol. Tampao HAc/Ac” % Etanol Aparéncia da Absorbancia
/ mol L’ pH 3,5 viv solugdo de HVCM
| viv na mistura
0,020 100 25 Transparente 1,066
0,020 90 30 Transparente 1,237
0,020 80 35 Transparente 1,334
0,020 70 40 Transparente 1,407
0,020 60 45 Transparente 1,449
0,020 50 50 Transparente 1,561
[VCM] % sol. Tampao HAc/Ac’ % Etanol Aparéncia da Absorbancia
/ mol L™ pH 3,5 I viv solugdo de VCM
| viv na mistura
0,020 100 25 Transparente 0,937
0,020 90 30 Transparente 1,137
0,020 80 35 Transparente 1,260
0,020 70 40 Transparente 1,237
0,020 60 45 Transparente 1,322
0,020 50 50 Transparente 1,378

Os resultados indicam que é interessante o uso do etanol como solvente

em conjunto com agua, por resultar em aumento na absorbéncia do complexo em

solugdo. Limitou-se a porcentagem do alcool em 50 % v/v pois acima desta

concentracao precipitam tanto o antibiético como o acetato de cobre.

4.5.5 Estabilidade da solugao do complexo

Apos o estudo envolvendo diferentes solventes para a solubilizagdo tanto

de VCM, HVCM e acetato de cobre(ll), procurou-se observar a estabilidade do

complexo formado. A figura 18 apresenta os resultados obtidos no monitoramento

dos valores de absorbancia, em 555 nm, do complexo formado na reacao entre

HVCM 0,005 mol L (em solugdo tampao-etanol pH 3,5) e acetato de cobre(ll)

(concentracdes de 0,020 a 0,060 mol L") em solugdo tampao HAc/Ac’, agua-

etanol 50 % v/v, pH 4,5 durante 20 minutos.
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Figura 18. Absorbéncia de reagcdées de HVCM com solugbes de acetato de
cobre(ll) em diferentes concentragbes, em fungdo do tempo. Medidas feitas a cada
30 segundos, em A= 655 nm. Branco: 1,6 mL solugdo tampao HAc/Ac’, agua-
etanol 50 % v/v, pH 3,5 com 1,5 mL solugéo tampdo HAc/Ac’, agua-etanol 50 %
v/v, pH 4,5.

Os experimentos, cujos resultados podem ser visualizados na figura 18,
confirmam o periodo de solubilidade do complexo formado nas condicdes
indicadas. Nota-se facilmente que é possivel obter medidas de absorbancia com
fins quantitativos por, pelo menos, 20 minutos, apds a mistura das solugdes,
tempo mais do que suficiente para fins operacionais.

Outro estudo realizado foi a adicdo de NaCl em solugdes de HVCM, a fim
de verificar se ha influéncia no aumento da estabilidade da solugdo do complexo
pela presencga do ion cloreto, retardando-se a sua precipitagdo. Foi feito, também,
em separado o estudo da influéncia do HCI para verificar a contribui¢ao isolada do
Na®.

Os graficos obtidos em fungao do tempo estao representados na figura 19.
Observa-se que nos primeiros 25 minutos a absorbancia permaneceu constante

para a solugcao contendo HCI e até 40 minutos para a solugdo contendo NaCl,
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aumentando lentamente apds estes limites, o que indica inicio de turvacido das
solucdes, portanto, inicio da precipitacao.

Nota-se facilmente que nos dois casos houve um aumento da absorbancia
do complexo ao serem misturadas as solu¢gdes reagentes (solugao final
transparente), ao se comparar as absorbancias iniciais neste caso (z0,470), com a
absorbancia inicial (z0,430) que pode ser lida na figura 18 (CuAc,). Isto sugere
influéncia dos ions cloreto, uma vez que ocorre tanto na solugdo onde foi
adicionado HCI como na que foi adicionado NaCl.

Examinando, porém, mais detalhadamente a figura 19, verificamos que a
absorbancia inicial € maior no caso do uso de HCl em comparagao com NacCl.

E interessante notar, também, pela figura 19 que o aumento da
concentracdo de sodio na solugdo (lembrar do NaAc), pela adicdo de NaCl,
contribui para retardar a precipitagdo do complexo. Para visualizar este efeito
basta comparar as respectivas curvas relativas a adicao de HCI e de NaCl.

O efeito do sédio, na estabilizacdo da solu¢do do complexo, embora maior
do que o do HCI, ndo contribui significativamente em facilitar a o procedimento
analitico. Os, cerca de, 25 minutos obtidos pela adigdo de HCI ja sao suficientes,
adicionando-se a isto um pequeno aumento adicional na absorbancia da solugao
inicial do complexo.

Nestes estudos de adicdo de HCI e de NaCl, adicionou-se quantidades de

solucdes de HCIl e NaCl 1,0 mol L™ de modo a obter excesso de cloreto em

relagédo ao antibiotico. Trabalhou-se com a proporgéo molar HYCM:CI 1:2.
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Figura 19. Variagdo da absorbéncia da solugéo de reagdo entre HVCM 0,005 mol

L e acetato de cobre(ll) 0,06 mol L™ (Amax= 555 nm). HYCM em solucdo tamp&o

HAc/ Ac” pH 3,5, agua-etanol 50 % v/v,, com adi¢ao de HCI ou NaCl e acetato de

cobre(ll) em solugdo tampéao HAc/ Ac, agua-etanol 50 % v/v, pH 4,5. Leitura da
absorbéncia a cada 30 segundos.

Assim, pelos resultados até aqui mostrados considerou-se como condi¢des
ideais para a formagdo do complexo estavel em solugdo, o uso de solugao
tampao, com pH em 3,5, misturado a um volume igual de etanol, para a
solubilizacdo da VCM e da HVCM, enquanto que para o preparo da solucédo de
acetato de cobre(ll), o uso de solugdo tampao, com pH em 4,5 mostrou-se mais
adequando, também em conjunto com etanol em volumes iguais. A proporgao
minima entre as solugdes de VCM (HVCM) e acetato de cobre(ll) ficou definida em

1:3 em temperatura ambiente (25° C).
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4.5.6 Curvas Analiticas e Figuras de Mérito

As curvas analiticas de VCM e HVCM estdo apresentadas na figura 20.
Para as duas espécies as curvas foram construidas compreendendo uma faixa de
concentracéo entre 1 x 102 mol L™ e 10 x 10° mol L™.

Feita a regresséo linear de minimos quadrados obteve-se:
para VCM, y=0,11+75,0C (Eq.1), r=0,99996
para HYCM,y=0,11 + 72,8 C (Eq.2), r=0,99999

Os limites de quantificagdo (LOQ) e de deteccéo (LOD) calculados para
VCM foram 1,3 x 10“ mol L™ e 4,4 x 10° mol L™, respectivamente; para HYCM o
resultado de LOQ foi 1,4 x 10 mol L e de LOD 4,5 x 10° mol L™
Os calculos de LOQ e LOD foram baseados na relagédo entre a estimativa
de desvio padrao de 3 medidas do branco (SD), que foi calculado em 0,001 e o
coeficiente angular da equacgéao da reta a. Para o LOQ, considerou-se a equagao
LOQ =10 x SD/a (Eq.3) e para LOD = 3,3 x SD/a (Eq.4) (ICH, 1997).
Como as equagbes de VCM e HVCM apresentaram resultados
semelhantes tanto nos valores de coeficientes, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e absorbancia, considerou-se uma Unica curva analitica,

compreendendo os resultados para VCM e para HVCM:
y=0,12 + 75,5 C (Eq.5), r= 0,9997

Usando esta equagao, o limite de detecgdo (LOD) é 4,0 x 10°mol L' e 0

limite de quantificagdo (LOQ) & 1,0 x 10* mol L™
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Figura 20. Curva analitica com solugbées de HVCM e VCM preparadas em solugé&o
tamp&o HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 3,56. Reagcdo com acetato de cobre(ll)
0,06 mol L' em solugdo tampdo HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 4,5, 1 = 555

nm, branco 1,6 mL de solugéo tampé&o HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 3,5
misturado com 1,5 mL de solugdo tampao HAc/Ac’, agua-etanol 50 % v/v, pH 4,5
y =0,12 + 75,5 C; Limite de detecgdo (LOD): 4,0 x 10° mol L™'; Limite de
quantificacdo (LOQ): 1,0 x 10 mol L™'; Coeficiente de correlagdo: 0,9997.

Embora a utilizaggo de VCM e HVCM seja hospitalar, existem
pouquissimas formulagdes que apresentam excipientes e ndao foram encontradas
no mercado. Assim, foi avaliado o desempenho do método para a analise de VCM
e HVCM frente a excipientes comumente usados na industria farmacéutica, como
amido, celulose, lactose e silica. Para esta avaliagcdo foram comparados os
resultados de recuperacdo obtidos pelo método espectrofotométrico, aqui
proposto, na presenca individual de cada um dos quatro excipientes, com os
valores de recuperagdo obtidos pelo método de cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (HPLC). A comparacéo foi feita usando o teste estatistico pareado t de
Student. Para a comparagao das precisdes dos meétodos foi usado o teste F
(Eckschlager, 1972; Calcutt e Boddy, 1983).

O procedimento de extracdo de VCM e HVCM, tanto para as amostras
destinadas para analise espectrofotométrica quanto para analise por cromatografia
liquida, foi 0 mesmo descrito na secdo 3.3.6.2, com concentracdo esperada dos
analitos de 4,9 x 10 mol L™ para as amostras de HVCM e 4,2 x 10* mol L™ para
as amostras de VCM. Deve-se lembrar que, por um lado, as aliquotas introduzidas
no HPLC, n&o foram submetidas a reagdo com acetato de cobre(ll) para a
formacdo de complexo, mas, por outro, foram diluidas para uma concentracéo
final de 1,0 x 10® mol L™, de modo a ajustar o sinal & escala no detector do
cromatégrafo utilizado.

Os resultados de recuperacido obtidos para VCM e HVCM com método
proposto e no método de referéncia, bem como os resultados do teste t e F, estdo

apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Valores de recuperagdo de VCM e HVCM, em porcentagem, na
presenca de diferentes excipientes, pelo método proposto e pelo método de
referéncia.

Método Proposto HPLC
% %

Excipiente HVCM HVCM t F
Amido 99,2+0,6 99,8 +2,3 0,4 15
Celulose 103,7 + 0,2 98,0 +1,3 6,1 42
Lactose 98,7+0,2 93,7+1,8 3,9 81
Silica 100,4 + 1,3 109,2 + 3,8 3,1 6,1
Média* 100,4 £ 0,6 100,2 + 3,4 0,1 32

VCM VCM
Amido 99,2+1,0 87,7+1,2 9,6 1,0
Celulose 99,3+1,2 90,6 + 0,7 8,7 2,9
Lactose 103,4+0,3 89,4 +0,8 23,2 7.1
Silica 99,7+0,5 90,6 + 0,7 15,0 2,0
Média* 100,5+0,8 89,6 +1,3 14,6 2,6

* n = Média das 12 medidas (3 de cada excipiente). Valores tedricos de t de
Student para numero de inje¢ées (n), n; = n,= 3, com grau de liberdade v =4 +
ny,—2) =4, t=29 (intervalo de confianga a = 0,05) e 4,6 (= 0,01). Parans=n,=
12, v=M1+ny—2)=22,t=2,1(x=0,05) e 2,8 (= 0,01). Valores tedricos de F
para numero de inje¢ées (n), ny = n,= 3, com grau de liberdade v (v1=v2) =2, F
= 19,0 (intervalo de confianga o= 0,05) e 99,0 (= 0,01). Parans=n;= 12, v (v4
=) =11, F=2,9 (ax=0,05) e 4,4 (= 0,01).

Analisando a média dos resultados como um todo, ndo especificando os
excipientes, observa-se que os resultados dos testes f e F indicam que para
HVCM os dois métodos comparados sao estatisticamente equivalentes em um

nivel de significancia de 95 %. No caso da VCM, os resultados de t calculado
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estdo acima do valor teorico, considerando os dois niveis de significancia, 95% e
99%.

Comparando isoladamente cada excipiente, para HVCM o resultado do
teste f, em um nivel de significancia de 95 % , a amostra contendo amido € a unica
que apresenta valor abaixo do tedrico. Em um nivel de significancia de 99 %,
todas as amostras, exceto a que tem como excipiente celulose, apresentam
valores menores que o valor tedrico. Para o teste F, com o = 0,95, o resultado
obtido com amostra de silica apresenta resultado equivalente para os dois
métodos. Considerando a = 0,99, todos os resultados ficam abaixo do valor limite.

Nas amostras contendo VCM, todos os resultados do teste t se encontram
acima do limite tedrico. Um dos motivos para essa ndo concordancia entre os
resultados deve-se principalmente na baixa recuperagdo do método
cromatografico, com média de 89,6 %, enquanto que no método
espectrofotométrico essa recuperacédo encontra-se por volta de 100 %. Uma das
possiveis causas para a baixa recuperacado do VCM ¢é a estrutura da molécula em
si, pois mesmo com controle de pH e adigao de ions cloreto, ela conserva em sua
estrutura um arranjo diferente do HVCM, o que resulta em uma menor interagao
com a coluna no método cromatografico.

Porém, comparando a precisdo através dos resultados do teste F, os
valores calculados se encontram abaixo do valor tedrico nos dois niveis de
significancia.

A tabela 7 mostra a comparacao dos resultados obtidos com os dois
meétodos, considerando que o desvio padréo relativo aceito para métodos com
propostas farmacéuticas é de + 5 % (Brasil, 2003).
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Tabela 7. Comparacédo estatistica entre os resultados obtidos para os dois
meétodos (tabela 6) usando os desvios padrdo admitidos para os dois métodos
com base no critério de tolerancia de precisdo de 5% para analise de farmacos.

Excipiente HVCM
Desvio - Método proposto Desvio - HPLC t
Amido 5,0 5,0 0,1
Celulose 52 4,9 1,1
Lactose 4,9 4,7 1,0
Silica 5,0 5,5 1,7
VCM
Amido 5,0 4.4 24
Celulose 50 4,5 1,9
Lactose 5,2 4,5 29
Silica 5,0 4,5 1,9

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que os dois métodos sao
estatisticamente equivalentes em um nivel de confianga de 0,99 tanto para HVYCM
e VCM. No nivel de 0,95, apenas a lactose misturada a VCM apresenta um valor
igual ao limite teorico do teste t.

4.5.7 Especificidade

Apo6s submeter solugdes do antibidtico a diferentes condi¢cdes de pH e de
oxidagdo, na temperatura de 80 °C (Shabir et al., 2003), nao foi observada reagao
com cobre(ll), tanto visualmente como medindo a absorbancia no comprimento de
onda de 555 nm. Isto foi feito tanto para VCM como para HVCM, evidenciando nos
dois casos a especificidade da reacdo proposta nas condi¢gdes otimizadas, e que
produtos de degradacao tanto da VCM como de HVCM nao absorveram, o que

demonstra mais uma vantagem do método proposto.
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5. Conclusao

O meétodo espectrofotométrico para determinagdo de vancomicina, (tanto
em sua forma base - VCM, quanto na sua forma de cloridrato — HVCM),
desenvolvido neste trabalho, mostrou ser rapido, de facil execucao, fornecendo
resultados de boa qualidade no que se refere a precisido e a exatidao.

Foram obtidos os espectros de infravermelho da VCM e do HVCM, que,
curiosamente, nado sao encontrados facilmente na literatura. Registrou-se,
também, o DSC e a TGA das duas substancias. Os resultados destas duas
técnicas foram similares aos dados experimentais obtidos nos espectros de
infravermelho, evidenciando a presencga de agua de cristalizagdo tanto na VCM e
no HVCM, no caso do infravermelho pela banda de transmiténcia na regido de
3000 — 3500 cm™ e nas analises térmicas pela variacdo de massa e calor
proveniente da liberagdo/degradacgao desta agua.

Para o desenvolvimento do método espectrofotométrico foi feito o estudo de
uma série de fatores que influenciam tanto na reacido de complexagao com ions
cobre(ll), quanto na solubilidade. Dentre esses parametros, destacam-se: o
solvente e o pH.

A otimizagdo dos parametros permitiu a construgdo de uma curva analitica
com faixa linear entre 1 x 102 mol L™ e 10 x 10 mol L™, com limites de detecgao
(LOD) e de quantificagdo (LOQ) de 4,5 x 10° mol L' e 1,4 x 10* mol L™,
respectivamente.

Foi também estudada a interferéncia de excipientes (amido, celulose,
lactose e silica) no que diz respeito a exatidao e a precisdo. Os resultados obtidos,
observando a estimativa de desvio padrao, sdo melhores do que aqueles obtidos
com base no método HPLC utilizado e recomendado neste tipo de analise e tido
como referéncia (Lunn, 2000; British Pharmacopeia, 2002; USP, 2005).

Em face aos resultados obtidos, pode-se sugerir o0 método desenvolvido
neste trabalho para a analise quantitativa de vancomicina, tanto na forma base
como na de cloridrato, em amostras do antibiético “puro” como em preparacdes

farmacéuticas, pelo menos naquelas que contém os excipientes estudados.
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6. Perspectivas

Em relacdo as perspectivas futuras, destaca-se o estudo da cinética de
reacdo do complexo, para melhor entender o mecanismo de sua formacao e
também, a sua solubilidade. Sem duvida, neste estudo devera ser contemplado o
estudo da influéncia do meio reacional.

O entendimento dos fatores que afetam a formacdo do complexo do
cobre(ll) com vancomicina podera contribuir para o desenvolvimento de métodos
reflectométricos de analise para a sua determinagdo, desde que se possa
controlar a sua precipitagao.

Ao término deste trabalho experimental, uma outra possibilidade era o
desenvolvimento de método em fluxo, o que ja foi feito com pleno sucesso (Vila et
al., 2008).
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