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IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DA VANCOMICINA INTRA-VÍTREA 

COM ESPECTROSCOPIA RAMAN DISPERSIVA 

 

RESUMO 
 

 

Objetivo: Este trabalho objetiva avaliar a técnica de espectroscopia Raman dispersiva 
utilizando radiação laser no infravermelho próximo (830nm) como uma ferramenta de 
identificação e quantificação da molécula de vancomicina intra-vítrea, utilizando a 
ferramenta estatística PLS. Métodos: Foram obtidas diluições de vancomicina em água 
com valores de 0 a 50 mg/mL. Estas diluições foram submetidas à espectroscopia 
Raman dispersiva no infravermelho próximo usando como fonte de excitação um laser 
de diodo de 830 nm e potência de saída de 80 mW. Com estas diluições em água foi 
desenvolvida uma curva de calibração, utilizando a técnica multivariada PLS (Partial 
Least Squares). A seguir, foram realizadas injeções de vancomicina em vítreo de 
coelhos. Foram utilizados coelhos distribuídos em grupos: G1, G2, G3, com 4 animais 
cada. Após injeção de 05 mg de vancomicina intra-vítrea de forma segmentada por 
grupo: G3 8 h, G2 24 h, G1 48 h, foi realizada coleta do vítreo de cada uma dos 
animais, por grupo, e do conteúdo correspondente. Resultados e Discussão: A curva de 
calibração da vancomicina em água, desenvolvida através do PLS, apresentou erro de 
calibração de 1,83 mg/mL. A vancomicina injetada no vítreo pode ser identificada 
através da regressão PLS, sendo demonstrado que as concentrações variaram 
dependendo do tempo de injeção, apesar do alto desvio padrão. O experimento não 
demonstrou satisfatoriamente que a espectroscopia Raman dispersiva é um instrumento 
apto para identificar a molécula da vancomicina dissolvida no corpo vítreo. Contudo os 
resultados relativos à quantificação da droga foram imprecisos. Para efeitos de melhora 
no emprego do método, sugere-se a utilização de fonte excitadora com comprimento de 
onda curto, em casos de meios transparentes e comprimentos maiores em meios 
opacos. Conclusão: O método Raman é capaz de identificar a presença da molécula de 
vancomicina no interior vítreo, porém carece de precisão na quantificação da droga.  

 

Palavras-chave: 1.Raman 2.Vancomicina 3.Vítreo  

 



 

 INTRA-VÍTREOUS VANCOMICYN IDENTIFICATION USING RAMAN 

DISPERSIVE SPECTROSCOPY 

 

ABSTRACT 
 

Background: This work aim he evaluation of dispersive Raman spectroscopy using 
infrared laser excitation as a tool to identify and to quantify the vancomicyn antibiotic 
injected intra vitreous, using the PLS statistical toll. Methods: Eyes of New Zealand 
rabbits were injected with 5,0mg vancomicyn at different time injection groups (8 h, 24 
h and 48 h) and the vitreous were submitted to Raman spectroscopy. The dispersive 
Raman equipment used a infrared laser (830nm and 80 mW), imaging spectrograph 
and liquid-nitrogen, deep-depletion CCD camera, with time exposure of 50s. Vitreous 
samples were placed in quartz cuvette for Raman collection. It was developed a 
calibration curve using de PLS method with vancomicyn diluted in water, in the range 
of 5,0 to 40 mg/mL. Result: The PLS calibration model had a standard error of 
calibration of 1,8mg/mL. The Raman spectrum of lyophilized vancomicyn presents 
bands in the position of C═C, amide I, CH3, amide III and vibrations of the carbon 
chain (C-C, ring breathing and C-O-C). The Raman spectra of injected vitreous 
showed very weak bands which could be correl ated to the pure drug. The PLS showed 
change in the predicted mean concentration of the injected vitreous, with amount near 
zero for the water injected group and between 2 and 3 mg/mL for the drug injected 
group. Conclusion: The amount of the drug in the vitreous body could be estimated in 
the range of 2 to 3 mg/mL, with a error of 1,8mg/mL.  
 

Key words: 1. Raman 2.Vancomycin 3.Vitreous 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 O Olho: Entendimentos e Desafios 

 

 

 Dentre as especialidades médicas, a Oftalmologia é uma das que mais necessita 

de exames não invasivos para diagnósticos e terapias que não abalem o delicado 

funcionamento das estruturas oculares, considerando-se, em especial, o extremo 

refinamento da função realizada pelo órgão1. 

A função da visão é uma das mais importantes para o ser humano, pois a 

interação com o meio ambiente acontece, na sua maior parte, através dela. E para que 

este sentido tão importante funcione, é necessário uma perfeita combinação de efeitos 

físicos na superfície, bem como no interior do olho, como por exemplo, o efeito 

refracional da córnea e cristalino, juntamente com um efeito químico nos 

fotorreceptores da retina, células extremamente diferenciadas, onde há a transformação 

da energia luminosa em estímulo nervoso2 . 

Qualquer mudança na curvatura da córnea ou alteração conformacional de suas 

estruturas, tais como cristalino, corpo vítreo, entre outras, podem acarretar uma perda 

da função visual3. 

Dito isso, é possível concluir que a interferência e ou manipulação de qualquer 

uma das estruturas do globo ocular pode acarretar efeitos diversos, implicando na 

necessidade de se restaurar a condição óptica alterada artificialmente ou por conta de 

patologias oculares sob pena de sérios prejuízos à visão4.  

Ocorre que na prática clínica atual, sempre que se necessita de uma avaliação 

citológica ou histológica do interior do globo ocular, normalmente para efeitos 

diagnósticos, precisa-se de uma intervenção cirúrgica. Estas intervenções em geral são 

agressivas e não são conseguidas com simples punções como se procede em coletas 

venosas, o que seria menos traumatizante. A particularidade do globo ocular é que este 

é preenchido, na sua maior parte, por um gel denominado vítreo, que consiste de 

frágeis e delicados filamentos de colágeno do tipo II envolvidos por água5. 

Mais precisamente, a composição do gel vítreo, que ocupa aproximadamente 

80% do volume do olho, é de 99% de água, o restante se distribui entre colágeno, acido 
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hialurônico e células5. Com característica gelatinosa, não é plausível a remoção do 

vítreo com simples aspiração, a menos que a agulha utilizada seja de grande calibre, o 

que provoca significativo dano ao globo quando de sua introdução6. 

Em conseqüência, há uma busca incessante de técnicas e aparelhos aptos a 

auxiliar no diagnóstico de afecções extras e intra-oculares, estas, como dito, as de 

maior desafio para os profissionais da área, considerando-se principalmente as 

dificuldades técnicas já citadas6. 

 Assim, a prática clinica oftalmológica confronta frequentemente o profissional 

com a decisão de realizar um procedimento invasivo e agressivo apenas para 

diagnóstico. A dicotomia está em optar por um tratamento baseado apenas em indícios 

clínicos, o que implica na incerteza de um tratamento correto, ou a escolha por um 

procedimento mais conclusivo, mas por vezes danoso para as estruturas oculares, além 

de difusor da própria patologia.  

 Como dito, a função ocular humana só é conseguida com a combinação perfeita 

e precisa do efeito físico com as refrações na superfície ocular e no interior do globo7, 

8; complementando-se com a reação químico-elétrica, que é desencadeada na superfície 

retiniana. O resultado é a estimulação dos fotorreceptores de modo a excitar as fibras 

nervosas sensitivas à produção do sinal visual no sistema nervoso central9. 

O fato é que a combinação físico-química do olho humano pode proporcionar, 

além da visão, uma perfeita avaliação de seu interior através dos meios ópticos, ou 

seja, com o uso da luz visível. Dito de outra forma, mediante meios normalmente 

transparentes, a estrutura ocular fornece as condições ideais para a visualização de seu 

interior através de aparelhos ópticos10, 11.  

Embora a luz visível é muito utilizada no diagnóstico oftalmológico, a técnica 

pode e deve ser aprimorada, pois existem ainda inúmeras situações, como turvação 

vítrea ou catarata, em que as condições físico-patológicas impossibilitam a utilização 

da luz como meio de avaliação ocular, sendo então necessário a utilização dos 

procedimentos intervencionistas acima referidos. 

 Na Figura 1 pode-se evidenciar a alta transparência do corpo vítreo, bem como 

sua consistência gelatinosa após ser removida a camada fibrosa da esclera junto com a 

coróide e retina. 

 



14 

 
Figura 1:  Espécime de olho humano coletado no Banco de Olhos de New 
England Eye Center, Boston, USA.  
 

 Dito isto, é possível concluir que a sensibilidade do olho humano requer o 

desenvolvimento de alternativas diagnósticas e terapêuticas menos invasivas a exemplo 

dos lasers; o que é objeto de trabalho da presente pesquisa.  

 

 

1.2 Estrutura do olho 

 

 

 O olho humano pode ser caracterizado como um esfera hermeticamente fechada 

envolvida pela esclera e pela córnea, com tecidos internos como coróide, corpo ciliar e 

íris, aderidos a esta parede fibrosa. Mais internamente, na câmara vítrea, o olho 

humano é revestido pela retina que formará, na confluência de suas fibras, o nervo 

óptico, responsável pela condução do estímulo visual até o sistema nervoso central. 

Neste contexto, a visão é formada pela focalização dos estímulos luminosos na 

superfície retiniana. 

Para entender um pouco mais sobre a estrutura ocular é importante conhecer a 

anatomia do globo ocular (Figura 2). 
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Figura 2: Desenho esquemático do globo ocular demonstrando a compartimentalização do mesmo.  
Fonte: http://www.eyeatlas.com.br 
 

 

Na Figura 2 pode-se evidenciar, em termos anatômicos, a grande proporção do 

volume do corpo vítreo que ocupa todo o segmento posterior do olho, sendo envolvido 

pela retina em grande parte de sua extensão.  

O vítreo humano e dos animais apresentam características muito semelhantes, 

sendo composto quase que exclusivamente por água (99%)12, 13 e mínimo conteúdo 

protéico. Isto resulta em ótima transparência do meio, quando em condições normais, 

sendo possível a análise espectral de substancias associadas. 

Tanto em termos diagnósticos como terapêuticos, o conhecimento da histologia 

ocular é importante, já que é neste nível que a barreira hemato-ocular se localiza. Tal 

estrutura é formada pela parede dos vasos intra-oculares e é responsável pela troca de 

substâncias de maneira extremamente seletiva entre a corrente sanguínea e os tecidos 

oculares. Esta barreira envolve totalmente o vítreo e é a responsável por bloquear, por 

exemplo, o acesso da grande maioria dos medicamentos no interior do globo e desta 

forma impedir que atinjam uma concentração terapêutica mínima. 

Toda a nutrição dos tecidos oculares, como quase a totalidade dos demais 

tecidos do organismo, se dá pela circulação sangüínea, com difusão dos nutrientes 

tissulares de maneira extremamente seletiva para o interior dos tecidos. Porém, existe 

uma particularidade no interior do globo ocular: no corpo vítreo não há presença de 

vasos sanguíneos e, por essa razão, é grande a dificuldade para receber nutrientes e 

Corpo Vítreo 
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antibióticos12. Assim, a nutrição e oxigenação do corpo vítreo se dão por difusão a 

partir dos vasos da retina e corpo ciliar. 

O problema é que como as células de defesa do nosso organismo têem acesso 

aos tecidos através da circulação sanguínea, é difícil para o sistema imunológico a 

abordagem das infecções no interior do vítreo.  

Em outras palavras, sendo o vítreo um local isolado do sistema imunológico 

por não estar exposto à circulação sanguínea e morfologicamente se tratar de uma 

esfera gelatinosa, com nutrientes a disposição e mínimas trocas de substâncias durante 

a vida, qualquer bactéria que tenha a oportunidade de ali se alojar encontrará um ótimo 

meio de cultura.  

É verdade que a barreira hemato-ocular também limita o acesso de bactérias, 

sendo raro o registro de infecções difundidas pela circulação sangüínea; nas poucas 

hipóteses registradas, o processo é chamado de endoftalmite endógena.  

Com o difícil acesso das bactérias através da corrente sangüínea para o interior 

do olho, a maneira mais comum para o agente infeccioso adentrar é através de ferida 

cirúrgica ou traumática. A partir do que o agente patogênico desenvolve suas colônias 

e a infecção, que pode acometer apenas o segmento anterior do olho, menos grave, mas 

normalmente atinge também a câmara vítrea14, 15. 

Todo este contexto revela que mesmo sendo difícil o alojamento de 

microorganismos no interior do olho, na hipótese de isto acontecer o quadro torna-se 

gravíssimo pois, como já referido, o excelente meio de cultura e a dificuldade 

terapêutica com acesso ao olho, favorecem a patologia e dificultam o tratamento. 

A grande maioria dos estudos realizados com diversos antibióticos, visando 

avaliar sua penetração no interior do globo ocular15, 16, 17, alguns deles inclusive usando 

técnicas espectroscópicas como Raman18, 19, demonstraram que a metodologia mais 

eficaz para se obter concentrações intra-vítreas (onde a dificuldade de controle da 

infecção é maior), é a aplicação do medicamento através de uma injeção direta no 

interior da cavidade fazendo com que este se dissolva no meio gelatinoso e então 

promova a eliminação dos agentes infecciosos.  

A partir da injeção intra-ocular é possível acompanhar a evolução da doença 

apenas com avaliações clínicas, ou seja, sinais e sintomas que o paciente apresenta no 

decorrer dos dias. A padronização para o caso do antibiótico vancomicina é que se 

reaplique outra dose após 48 h, caso o exame clínico demonstre a necessidade20. Porém 
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não é possível saber com exatidão que concentração será apresentada após 

reaplicações, pois é difícil avaliar o conteúdo residual da medicação devido ao 

metabolismo ocular ser algo dinâmico, passível de interações com o próprio processo 

inflamatório. 

A indicação clínica de reaplicação de medicações é por si um desafio grande 

para o profissional responsável, pois o exame clínico realizado é bastante subjetivo, ou 

seja, a simples visualização do olho do paciente fundamentará a decisão acerca da 

necessidade de novas doses de medicamento. Porém, como já confirmado em 

experimentos, há uma esterilização do vítreo (livre de agentes patogênicos) após a 

primeira injeção de vancomicina, confirmado com cultura de 48 h. O problema é que a 

droga ainda é encontrada no interior do globo após 72 h21, 22. 

Assim como os procedimentos invasivos mais agressivos, verificou-se que a 

excessiva concentração de medicação intra-ocular também é fator agravante do quadro 

clínico e consequentemente piora do resultado visual final23, 24. Em decorrência, o 

desenvolvimento de um método de exame que pudesse informar a presença ou não da 

medicação intra-ocular e, se possível, avaliar a sua concentração, de maneira rápida e 

não invasiva, contribuiria para o tratamento da endoftalmite e minimizaria os danos 

provocados pela enfermidade, que inclusive, podem representar cegueira completa. 

Até o presente momento, a única maneira disponível para avaliação das 

condições do interior vítreo pós-injeção é a coleta de amostra por cirurgia de 

vitrectomia via pars plana (Figura 3), em que o procedimento intervencionista busca 

coletar uma amostra do corpo vítreo e, a partir dela avaliar a presença de bactérias e a 

concentração de antibióticos. Importante que se ressalte que este procedimento envolve 

grande risco cirúrgico e alto custo financeiro bem como demora na obtenção dos 

resultados23. 
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Figura 3: Esquema de procedimento cirúrgico para coleta de amostras de vítreo. 
Fonte: http://www.alconlabs.com 

 

Como alternativa, o método espectroscópico Raman vem se destacando pela 

possibilidade de se obter uma biópsia óptica, ou seja, não é necessário coleta de uma 

amostra do tecido para análise. Com a aplicação do laser de excitação, o espalhamento 

inelástico promovido pelas moléculas permite a avaliação necessária e o tecido não 

sofre dano significativo. Este método, que ainda não utilizado na prática oftalmológica, 

teria o potencial para realizar avaliações do interior do globo ocular19. 

 

 

1.3 Técnicas e Equipamentos Auxiliares na Oftalmologia 

 

 

 Em alguns aspectos, há muito já se utiliza equipamentos para auxilio 

diagnóstico não invasivo, sendo que o primeiro e talvez mais importante, seja o uso da 

luz visível para o diagnóstico de erro refracional no olho humano (retinoscópio)7, 

coloquialmente referido como o “grau dos olhos”. Na seqüência, pode-se relacionar 

uma lista bastante significativa de técnicas que utilizam luz visível: a oftalmoscopia 

indireta e direta que permitem a avaliação da retina, nervo óptico, vasos retinianos e 

vítreo. No tocante a luz invisível, cita-se a utilização da Tomografia de Coerência 
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Óptica que fornece imagens do tecido retiniano com definições próximas a 10 μm, 

usando feixe de laser de comprimento 820 nm com potência de 200 μW25. Já o Ultra-

som, que permite ultrapassar meios opacos e visualizar estruturas intra-oculares, 

mesmo sem a necessidade da visualização óptica, identifica as estruturas através da 

diferença do eco sonoro26. 

 Talvez o laser seja a ferramenta mais promissora para o exame e tratamento de 

enfermidades oculares; isto se deve à característica da estrutura ocular que, através de 

seus meios transparentes, permite a penetração e absorção da luz seletivamente (item 

1.1). A par disso, devido ao olho humano apresentar uma alta transmissão de luz, há 

também a possibilidade de captação reflexa destas ondas eletromagnéticas para 

interpretação de sua interação com os tecidos oculares, fenômeno de grande interesse 

para diagnóstico25, 27, 28, 29. 

 Em termos de radiação eletromagnética, muitos estudos foram desenvolvidos a 

fim de avaliar a transmissão dos diferentes comprimentos de onda através das 

estruturas oculares, bem como o efeito tecidual destes, cada qual com sua contribuição 

científica. Desta forma, muitos equipamentos oftalmológicos se utilizam de diferentes 

ondas eletromagnéticas e diferentes efeitos para diagnóstico8, 30. O Tomógrafo de 

Coerência Óptica, por exemplo, é o mais recente desenvolvimento da engenharia 

biomédica para avaliação das estruturas teciduais da retina e nervo óptico, como já 

referido, o mesmo utiliza laser para estudos micrométricos das estruturas intra-

oculares25. 

 

 

1.4 Laser na Oftalmologia 

 

 

  A Oftalmologia foi uma das áreas da Medicina que mais precoce e mais 

intensamente se beneficiou com o surgimento dos aparelhos laser. Antes mesmo de seu 

surgimento, já se utilizava de fotocoagulação em tecidos oculares e, com a chegada dos 

lasers houve um avanço significativo nas técnicas31. 
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Desenvolvido em 1960 na Califórnia pelo físico Theodore Maiman, o primeiro 

laser utilizava como meio de gerador de radiação o rubi32. Logo após o surgimento do 

laser se iniciaram os primeiros estudos de seu uso em patologias até então sem resposta 

à qualquer tratamento, ou com respostas limitadas; dentre elas pode-se destacar a 

retinopatia diabética, que teve uma revolução no prognóstico visual após a instituição 

da terapia a laser para fotocoagulação. Esta doença continua até o momento sendo 

largamente beneficiada com as diversas opções de laser33. 

Em seguida à utilização do laser de rubi em fotocoagulações retinianas, a 

corrida para melhorar as técnicas e os equipamentos não cessou até os dias atuais, seja 

para efeitos terapêuticos como fotocoagulação da retina, ablação de tecidos 

neoplásicos8, 31, quer seja para efeitos diagnósticos a exemplo da Tomografia de 

Coerência Óptica25, 34, e uma série de exames diagnósticos complementares35. 

 A contribuição do laser para a Oftalmologia talvez seja tão significativa como a 

descoberta dos antibióticos para a Clínica Geral. Como referido acima, têm-se 

inúmeros lasers para o tratamento e diagnóstico na prática oftalmológica atual, porém 

ainda existem semelhantes desafios que não permitem o abandono ou relaxamento na 

busca de novas técnicas e experimentos36, 37, 38, 39. 

 

 

1.5 Endoftalmite 

 

 

Os itens 1.1 e 1.2 demonstraram que no interior do globo ocular normalmente 

não há presença de nenhum micro-organismo vivo, ou seja, ausência completa de 

bactérias, vírus ou fungos; sendo considerado um micro-ambiente asséptico 

contrastando com outras regiões do organismo humano onde o povoamento com 

microorganismos é comum (como na boca e pele). Porém, na superfície do globo 

ocular há presença de inúmeros microorganismos que povoam a conjuntiva, pálpebra e 

lágrimas; vivendo em harmonia com a estrutura ocular sem causar dano aos tecidos, a 

chamada flora local. 
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Quando há invasão de microorganismos no interior da cavidade ocular e estes 

proliferam de maneira a causar a infecção dos tecidos intra-oculares, caracteriza-se um 

quadro de endoftalmite40. A endoftalmite pode ter sua causa associada a diversos 

motivos, porém o mais comum e de maior agressividade é o que se desenvolve pós-

operatório15,21,41. Ou seja, o paciente que foi submetido à um procedimento cirúrgico 

intra-ocular, como exemplo a facectomia para remoção da catarata, pode desenvolver, 

após o procedimento, um quadro doloroso associado a hiperemia ocular (olhos 

vermelhos por vasodilatação) e perda da visão de forma rápida. Na maioria dos casos, 

constata-se que a ferida cirúrgica permitiu a entrada dos agentes patogênicos e, neste 

momento, o que era para se tratar de um procedimento cirúrgico com intuito de 

melhorar a visão do paciente pode redundar na cegueira total e definitiva21. 

Os casos de endoftalmite infecciosa por perfuração ocular acidental (trabalho 

ou lazer) também são comuns, porém menos freqüentes21, 42. Mais raras são as 

endoftalmites endógenas, ou seja, as que o microorganismo causador se alojou 

espontaneamente no interior do olho e se proliferou de tal forma a desenvolver a 

infecção14, 21, 41. 

Como já citado, a endoftalmite é uma doença infecciosa que afeta o interior do 

globo ocular, sendo considerada uma das enfermidades de maior gravidade e que 

pressupõe tratamento em caráter de emergência21, 41. O rápido diagnóstico é essencial, 

mas existe grande dificuldade clínica na identificação do agente causador da infecção. 

Sendo assim, há a necessidade de intervenção cirúrgica para coleta de amostra e 

realização da cultura para se ter certeza do diagnóstico etiológico41, 42, o que, por todos 

os motivos já referidos, é preferível evitar. 

Em termos terapêuticos, estudos têm demonstrado que o tratamento com 

antibiótico é mais efetivo quando é feita injeção direta intra-ocular e esta é uma regra 

que rege a conduta em endoftalmites até os dias atuais41, 43, 44.  

Com a necessidade de aplicação intra-ocular direta, depara-se com mais uma 

dificuldade apresentada pelo olho, que é a avaliação da manutenção da concentração 

inibitória mínima para causar o efeito bactericida local16, 45, 46,47. A complexidade do 

desafio é ainda maior quando considerado que o efeito do processo infeccioso intra-

ocular causa uma alteração importante na permeabilidade dos tecidos intra-oculares, 

isto é, há uma variação do clearance (considerado o tempo médio que uma substância 

leva para ser eliminada de um tecido) das substâncias intra-oculares46. 
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Já foi citado que há uma padronização do tempo de reaplicação das drogas 

intra-oculares, sendo considerado um período de 48 a 72 h para a maioria dos 

antibióticos de uso comum na via intra-vítrea21, 46, 47. Porém é fato que este período 

carece de ajustes mais detalhados e precisos com relação à real concentração do 

antibiótico presente no interior do globo22, 48. A precisão na comprovação da 

medicação no interior do olho é ainda mais importante quando se demonstra, por 

exemplo, que em concentrações excessivas, pode ocorrer toxicidade retiniana após 

injeção de antibiótico intra-ocular; causando efeito tão devastador quanto à própria 

infecção46, 47, 49. 

Também já foi referido que atualmente só há uma maneira de se pesquisar a 

presença de microorganismos ou a concentração de antibiótico no interior do globo: 

através da biópsia cirúrgica17, 43, procedimento invasivo que, por si só, pode fragilizar 

ainda mais as estruturas já debilitadas17, 43, 44.  

Contribuindo na insegurança terapêutica há a associação de medicações 

necessárias para o tratamento, tais como antiinflamatórios, ou antibióticos de espectros 

diferenciados para um menor dano inflamatório e melhor cobertura antibiótica. Estas 

associações devem ser consideradas pois também implicam numa alteração no 

clearance das drogas intra-oculares bem como no aumento da toxicidade retiniana, 

devido ao efeito tóxico cumulativo em altas doses50, 51, 52, 53, 54. 

Assim, a grande tarefa no tratamento e diagnóstico da endoftalmite está na 

possibilidade de se analisar o interior do globo ocular sem necessidade de intervenção 

cirúrgica, bem como, na agilidade da demonstração dos resultados obtidos. Um grande 

estudo multicêntrico, iniciado em 1995, tentou padronizar o tratamento da endoftalmite 

aguda41. Este estudo, desenvolvido por um grupo denominado Endophthalmitis 

Vitrectomy Study Group (EVSG) prossegue até os dias atuais. Partindo dos resultados 

destas pesquisas há uma série de padronizações para o tratamento da doença, tais 

como: doses, escolha de droga, reaplicações, entre outros14. 
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1.6 Limitações Clínicas no Tratamento da Endoftalmite 

 

 

É de se esperar que um tecido tão diferenciado como a retina sofra efeitos 

importantes com a concentração excessiva de antibióticos usualmente empregados no 

tratamento da endoftalmite, como já demonstrado em estudos49. Somam-se a isso os 

efeitos de depósito dos carreadores ou solventes destes medicamentos que ainda não 

foram completamente estudados. 

Os principais antibióticos usados na injeção intra-vítrea para tratamento de 

endoftalmites agudas são a vancomicina e a amicacina por propiciarem um bom 

espectro de ação sobre os principais agentes microbianos causadores24. Outros como a 

ceftriaxona e a gentamicina também são utilizados, porém em menor escala devido ao 

seu espetro de ação ser mais limitado e os efeitos tóxicos serem mais freqüentes24. 

 Como os microorganismos infectantes nas endoftalmites geralmente ou são 

gram positivos (ocorrendo na grande maioria dos casos, entre 60 e 80%) ou gram 

negativos (que junto com anaeróbios e fungos completam a totalidade dos casos)41, é 

de consenso que a vancomicina seja uma droga de primeira escolha já que oferece uma 

boa cobertura bactericida sobre gram positivos e, quando associada à amicacina, que 

oferece boa cobertura para gram negativos, o resultado costuma ser satisfatório24. 

Neste contexto, a vancomicina constitui a principal droga no manejo da endoftalmite 

aguda.  

 

 

1.7 Vancomicina 

 

 

 Na Clinica Médica Geral, o uso da vancomicina se faz através da injeção 

intravenosa; para que a mesma se distribua sistemicamente no organismo do paciente e 

então chegue até o sitio infeccioso, alcançando uma concentração inibitória mínima no 

local da infecção. Porém, como já comentado, esta prática não é a melhor opção para o 

tratamento de endoftalmites infecciosas. Muitos estudos já demonstraram que a injeção 
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da vancomicina intravenosa não é capaz de produzir uma concentração inibitória 

mínima no interior do globo, justamente devido a presença da barreira hemato-ocular17.  

A vancomicina (cloridrato de vancomicina) é comercializada sob a forma 

liofilizada (desidratada) que é reconstituída previamente a sua utilização. A 

particularidade da infusão intra-vítrea em relação à infusão endovenosa, é que naquela 

a diluição necessária é muito superior que na endovenosa, explicado pela deposição do 

antibiótico diretamente no interior do globo ocular infectado.  

A dose normalmente utilizada no vítreo é de 1 mg dissolvido em um volume de 

0,1 mL. Estes parâmetros se mostraram eficazes para o controle da infecção e de 

menor toxicidade para a retina41. 

A molécula de vancomicina apresenta as seguintes especificações conforme 

fabricante Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com): 
Tabela 1:Características físico-químicas da vancomicina fornecida pela empresa fabricante do 

antibiótico. 
Característica Valores 

Nome do produto Cloridrato de Vancomicina 

Numero do produto (Sigma) 861987 

Fórmula molecular C66H75Cl2N9O24 · HCl · xH2O 

Peso Molecular 1485.71 (anhydrous basis) 

Aparência Pó branco para laranja claro 

Análise elementar 50.7 à 56.0% Carbono, 8.0 à 8.9% Nitrogênio 

 

 

 

A Figura 4 apresenta a estrutura molecular da vancomicina.  
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Figura 4 Estrutura molecular da vancomicina (Fonte: www.sigmaaldrich.com) 
 

 

1.8 Espectroscopia Raman 

 

 

 Desde a descoberta do efeito Raman pelo físico indiano C. V. Raman em 1928, 

muitos estudos foram produzidos no intuito de verificar sua eficácia na avaliação de 

estruturas biológicas55.  

 Detalhadamente, o efeito Raman é obtido pelo seguinte processo: 1) ondas 

eletromagnéticas (luz) são incididas sobre a molécula em estudo; 2) a energia irradiada 

é parte espalhada na mesma freqüência das ondas incidentes (espalhamento elástico), o 

que é irrelevante; 3) parte da energia irradiada é absorvida pela molécula, elevando 

seus níveis de energia eletrônicos; 4) a elevação dos níveis de energia provoca um 

estado de excitação da molécula; 5) durante o regresso dessa molécula ao seu estado 

fundamental ocorre emissão de radiação (fluorescência); 6) a radiação emitida é 

espalhada em freqüências maiores e/ou menores que a freqüência de excitação 



26 

(espalhamento inelástico); 7) a perda ou ganho de energia da molécula pela troca de 

energia entre a luz irradiada e sua vibração origina o fóton Raman55.  

 O efeito Raman teve um grande impulso com o advento do laser, pois com este, 

a irradiação da amostra é feita com um feixe de luz monocromática de alta potência e, 

recentemente, com o desenvolvimento de espectrógrafos de imagem e câmeras CCD, 

refrigeradas por nitrogênio líquido, a qualidade do sinal coletado em um único espectro 

foi melhorada e o tempo de coleta reduzido55, 56. Em outras palavras, com a utilização 

de uma fonte de radiação monocromática como o laser, um espectrógrafo que faça a 

dispersão da luz e um detector que faça a conversão da luz em sinal elétrico, pode-se 

avaliar as vibrações das diversas moléculas dos materiais, identificando possíveis 

alterações nos tecidos, bem como variações patológicas55
. 

Como um exemplo da especificidade do efeito Raman, a Figura 5 apresenta o 

espectro da molécula de vancomicina obtida da empresa Sigma-Aldrich na faixa 

espectral entre 600 e 1800 cm-1. O espectro mostra bandas bem estreitas e resolvidas, 

indicando os grupos moleculares mais importantes, principalmente os relacionados às 

vibrações das ligações de carbono muito comuns em compostos orgânicos/biológicos.  

 

Figura 5: Espectro Raman da molécula de vancomicina 
Fonte: Sigma-Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com 
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Assim, a Figura 5 demonstra que a identificação das vibrações dos 

componentes da vancomicina pelo espectrógrafo Raman, representa um retrato 

singular e detalhado de todos os elementos integrantes da droga. O mesmo pode ser 

efetuado com outras substâncias. 

 

 

1.9 Espectroscopia Raman e Olho 

 

 

 As técnicas de diagnóstico na Medicina têm evoluído imensamente nos últimos 

anos, passando de uma fase empírica inicial a uma fase baseada em evidências, ou seja, 

a identificação específica da patologia através de exames diagnósticos. 

 A técnica Raman é uma das que se destaca na resposta à identificação de 

alterações moleculares nos tecidos, devido às características já citadas anteriormente, 

isto se evidencia na literatura, onde a técnica é usada largamente em pesquisas para 

solucionar problemas diagnósticos55, 56. 

Devido a excelente transparência dos tecidos internos do olho, com o uso do 

laser, há uma alta penetração da luz até os tecidos mais profundos, sem ocorrer grande 

perda de sua potência por espalhamento ou absorção. Com esta particularidade 

apresentada pelo olho, espera-se que seja possível estimular moléculas no interior do 

globo ocular e desta forma captar o espectro Raman destas moléculas18, 19, 30.  

Estudos com Raman para avaliar o conteúdo do olho já demonstraram a 

importância desta técnica como auxiliar no diagnóstico molecular de inúmeras 

condições, tais como, avaliação de: glicose intra-ocular57, moléculas estruturais da 

retina58, 59, 60, 61, 62, 63, alterações moleculares do cristalino64, 65, alterações estruturais da 

córnea66, 67, alterações do humor aquoso68, 69, 70, próteses intra-oculares71, 72, 73, presença 

de antimicrobianos intra-oculares74, 75, 76, 78, e até mesmo do comportamento térmico 

dos tecidos intra-oculares79. 

Se for considerada a necessidade de se obter informações intra-oculares sem 

invasão do globo e a possibilidade da espectroscopia Raman de informar a composição 

molecular do interior do globo, cria-se uma correlação complementar entre as 
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necessidades que a clínica apresenta com as ofertas técnicas que o método Raman 

oferece. 

O gel vítreo, por se tratar de um tecido biológico composto quase que 

exclusivamente por água, apresenta-se como um campo excelente para identificar 

qualquer variação na sua composição: quando na sua forma essencial o vítreo não 

apresenta efeito Raman significativo a exemplo da água, porém quando alterado pela 

presença de outras moléculas, estas podem ser facilmente identificadas57.  

Nos estudos citados acima 57, 58, 59, 60, 61, 62, pode-se comprovar a eficácia da 

técnica Raman na identificação e quantificação de algumas moléculas e/ou alterações 

moleculares intra-oculares. Sendo o olho um dos órgãos mais trabalhados com laser, é 

conhecido também o efeito que cada comprimento de onda causa nas diversas 

estruturas tissulares31, bem como a intensidade necessária para que este efeito seja 

obtido. Portanto, a utilização de comprimento de onda de excitação adequado é seguro 

às estruturas transparentes do globo, bem como aos tecidos mais profundos e 

pigmentados do olho33, 36. 

Neste contexto, o comprimento de onda do laser no infravermelho próximo 

(laser de diodo semicondutor, com comprimento de onda de 830nm, por exemplo) 

mostra-se indicado para excitação vibracional das moléculas, por se tratar de um 

comprimento de onda de fácil transmissão e que necessita de uma potência alta para 

causar danos nos tecidos intra-oculares capazes de absorvê-lo (exemplo: epitélio 

pigmentar da retina). 

O comprimento de onda no infravermelho próximo também reduz o efeito de 

fluorescência nos tecidos biológicos, ao contrário dos comprimentos de onda menores 

(exemplo azul ou verde). A fluorescência é indesejada quando se mede o espalhamento 

Raman no visível, visto que o fóton Raman tem intensidade muito menor que o fóton 

fluorescente nos tecidos biológicos55. 

Outro fator em vantagem aos comprimentos de ondas maiores é a sua melhor 

penetração em meios mais opacos; ultrapassando, desta forma, possíveis opacidades de 

cristalino e vítreo e alcançando profundidades mais significativas no corpo vítreo. 

Neste contexto, surge a necessidade de acrescer à técnica Raman (apta a 

identificar e diferenciar moléculas), um elemento de mensuração, pois o diagnóstico da 

presença de determinada substância no olho deve, na prática clínica, estar 
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acompanhado da sua quantificação. O método PLS (Partial Least Square) pode então 

ser útil. 

 

 

1.10 PLS (Partial Least Square) - Método de Avaliação de Concentrações 

 

 

A Quimiometria é a análise de dados químicos de natureza multivariada, que 

surgiu devido à necessidade de se utilizar ferramentas para tratar e/ou obter 

informações dos equipamentos como os espectrógrafos, por exemplo, onde a 

intensidade da absorção, espalhamento ou emissão em diversos comprimentos de onda 

são registrados em apenas um espectro, de uma única vez. A Quimiometria emprega 

métodos matemáticos e estatísticos para planejar experimentos de forma otimizada e 

fornecer o máximo de informação química com a análise dos dados obtidos80. 

Uma das ferramentas quimiométricas de extrema importância no campo da 

Química Analítica é o método dos Mínimos Quadrados Parciais (PLS - Partial Least 

Squares). Trata-se de um método eficiente para lidar com ruídos experimentais, 

colinearidades e não linearidades, além de ser suficientemente robusto para permitir 

que seus parâmetros não se alterem com a inclusão de novas amostras ao conjunto de 

dados. Outra vantagem do PLS é a possibilidade de realização de calibração mesmo na 

presença de interferentes, sejam estes conhecidos ou não80. 

Basicamente, o PLS usa a informação das concentrações na obtenção dos 

fatores ou variáveis latentes. Estas variáveis latentes são combinações lineares das 

componentes principais calculadas pela Análise dos Componentes Principais (PCA - 

Principal Component Analysis)81. As primeiras variáveis latentes descrevem a direção 

de máxima variância que também se correlacionam com a concentração. O processo de 

cálculo segue com a subtração desta variância do conjunto de dados e o cálculo da 

segunda variável latente é realizado no remanescente de dados. O processo segue até 

encontrar-se o número de variáveis latentes igual ao número de amostras. 

A técnica PLS pode ser utilizada para calcular concentração em amostras com 

quantidades de soluto desconhecidas, desde que uma calibração tenha sido efetuada em 
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uma faixa de concentrações conhecidas de soluto. Com a técnica PLS não se requer um 

conhecimento exato de todos os componentes presentes nas amostras mesmo na 

presença de interferentes, desde que estes também estejam presentes na ocasião da 

construção do modelo82. 

O método PLS pode ser dividido em duas etapas básicas. A primeira consiste 

em montar as matrizes de dados X a partir dos dados espectrais (variáveis 

independentes) e Y a partir das propriedades de interesse (variáveis dependentes, as 

concentrações, por exemplo), a segunda etapa consiste em obter-se a relação entre as 

matrizes X e a matriz Y, que possui a propriedade de interesse83. 

Desta forma, o PLS mostra-se um método eficaz para medir concentrações de 

soluto em solução, sendo útil no auxílio diagnóstico das concentrações da vancomicina 

intra-vítrea obtidas pela espectroscopia Raman. 

Inicialmente, cria-se um modelo aplicando-se o PLS em um conjunto de dados 

espectrais onde a concentração do soluto é conhecida e varia dentro de uma faixa. 

Depois, aplica-se um modelo inversamente, onde o dado espectral de uma amostra 

desconhecida é alimentada no modelo, e a concentração é obtida pela regressão 

multivariada. 
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2 OBJETIVO 

 

 

Este trabalho tem por objetivo avaliar a técnica de espectroscopia Raman 

dispersiva utilizando radiação laser no infravermelho próximo (830nm) como uma 

ferramenta de: (a) identificação da molécula de vancomicina injetada em 

concentrações de 0,5 mg/mL intra-vítrea, em coelhos da raça Nova Zelândia, em 

diferentes tempos de injeção da droga (8h, 24h, 48h) e (b) quantificação da droga 

vancomicina injetada intra-vítrea, através da construção de um modelo de calibração 

utilizando a ferramenta estatística multivariada PLS, modelo este obtido a partir de 

espectros Raman de vancomicina diluída em água destilada em concentrações de 0 a 

40 mg/mL e utilizado para calcular a concentração nas amostras de vítreo injetadas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais Utilizados 

 

 

Foram utilizados 12 coelhos da raça Nova Zelândia, com peso aproximado de 

800 g por animal, distribuídos em 3 grupos de 4 animais. A escolha do coelho deu-se 

pela semelhança estrutural e morfológica do globo ocular do animal em relação ao 

globo ocular humano e pela praticidade de acesso e manipulação. 

Os animais não apresentavam nenhuma alteração ocular evidente e foram 

considerados com globos oculares íntegros e livres de infecção. 

Este trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) desta 

instituição, sendo aprovado sem restrições sob o protocolo n° A086/CEP/2007. 

 

 

3.2 Protocolo Experimental 

 

 

Grupo 1 - G1 (48 h – dia 1): 4 animais foram anestesiados com Zoletil 50 

(Cloridrato de Tiletamina 125 mg, Cloridrato de Zolazepan 125 mg) na quantidade 

diluída de 0,3 mL intra-muscular. Após a completa anestesia, observada pela ausência 

de reação a estímulos dolorosos, foi aplicada Vancomicina 5 mg em diluente de água 

destilada no volume de 0,05 mL em ambos os olhos de 3 coelhos, perfazendo um total 

de 6 olhos. O quarto animal foi destacado como controle, com a aplicação de água 

destilada nos dois olhos. Os animais foram mantidos alimentados e com água ad 

libidum por 48 h sem apresentarem alterações significativas de comportamento e/ou 

alteração clinica observável de seus olhos. Após 48 h, foram sacrificados e ambos os 

globos oculares retirados. 

 Grupo 2 - G2 (24 h - dia 2): 4 animais foram anestesiados com Zoletil 50 

(Cloridrato de Tiletamina 125 mg, Cloridrato de Zolazepan 125 mg) na quantidade 
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diluída de 0,3 mL intra-muscular. Após a completa anestesia, observada pela ausência 

de reação a estímulos dolorosos, foi aplicada Vancomicina 5 mg em diluente de água 

destilada no volume de 0,05 mL em ambos os olhos de 3 coelhos, perfazendo um total 

de 6 olhos. O quarto animal foi destacado como controle, com a aplicação de água 

destilada nos dois olhos. Os animais foram mantidos alimentados e com água ad 

libidum por 24 h sem apresentarem alterações significativas de comportamento e/ou 

alteração clinica observável de seus olhos. Após 24 h, foram sacrificados e ambos os 

globos oculares retirados. 

 Grupo 3 - G3 (8 h - dia 3): 4 animais foram anestesiados com Zoletil 50 

(Cloridrato de Tiletamina 125 mg, Cloridrato de Zolazepan 125 mg) na quantidade 

diluída de 0,3 mL intra-muscular. Após a completa anestesia, observada pela ausência 

de reação a estímulos dolorosos, foi aplicada Vancomicina 5 mg em diluente de água 

destilada no volume de 0,05 ml em ambos os olhos de 3 coelhos, perfazendo um total 

de 6 olhos. O quarto animal foi destacado como controle, com a aplicação de água 

destilada nos dois olhos. Os animais foram mantidos alimentados e com água ad 

libidum por 8 h sem apresentarem alterações significativas de comportamento e/ou 

alteração clinica observável de seus olhos. Após 8 h, foram sacrificados e ambos os 

globos oculares retirados. 

 Para o sacrifício dos animais foi aplicada anestesia geral, após infusão de 

Cloreto de potássio em overdoses conseguindo êxito em todos os animais. 

Comprovado o óbito dos animais, os globos oculares foram coletados através de micro-

cirurgia, o conteúdo vítreo foi removido e separado das demais estruturas do olho, 

também através de micro-cirurgia. 

 Todas as amostras foram avaliadas no mesmo dia após a coleta do corpo vítreo 

dos animais sacrificados. O conteúdo vítreo de cada animal foi colocado em uma 

cubeta de quartzo e analisado pela espectroscopia Raman. 

 
Tabela 2: Esquema das aplicações de vancomicina no vítreo e coleta das amostras. 

 Dia 01 16h00 Dia 02 16h00 Dia 03 08h00 Dia 03 16h00 

G 1 Injeção droga   Coleta amostra 

G 2  Injeção droga  Coleta amostra 

G 3   Injeção droga Coleta amostra 
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3.3 Instrumentação Raman Utilizada 

 

 

 Para a obtenção dos espectros Raman foi utilizado um espectrômetro Raman 

dispersivo no infravermelho próximo (Figura 6). O espectrômetro possui um laser de 

diodo com comprimento de onda de 830 nm com potência de saída de 80 mW (Micro 

Laser Systems Inc., modelo L4830S) para a excitação da amostra. O laser foi 

direcionado para as amostras através de uma disposição de lentes e prismas. 

 A amostra vítrea foi dispensada no interior de uma cubeta de quartzo e esta 

colocada em um porta-amostras de alumínio adaptado a um posicionador com 

deslocamento micrométrico nos 3 eixos (x-y-z). Este porta amostras foi arranjado de 

forma a fazer um ângulo de 45° com relação ao feixe de luz incidente. A coleta de luz 

retro espalhada e da emissão foi feita por um sistema óptico composto de duas lentes 

L1 e L2 de f=100mm, também a 45° com relação ao porta amostras. A radiação laser 

foi bloqueada na entrada do espectrógrafo por meio de um filtro rejeita-banda do tipo 

notch (Kaiser Optical Systems. MI, USA, modela HNPF 3804) com comprimento de 

onda de rejeição em 830 nm. 

 O dispersor de luz é um espectrógrafo de imagem f/4 com grade de difração de 

600 linhas/mm (Chromex, NM, USA,modelo 250IS). Este espectrógrafo é acoplado a 

uma câmera CCD (Princeton Instruments, NJ, USA, modelo LNCCD 1024x256) 

refrigerada por nitrogênio liquido e controlador da câmera (Princeton Instruments, NJ, 

USA, modelo ST130) para a detecção do sinal luminoso. Esta Câmera CCD é 

composta por 1024 elementos dispostos na horizontal, que é o sentido da dispersão da 

grade do espectrógrafo e 256 elementos dispostos na vertical, onde cada coluna 

representa um único comprimento de onda de dispersão. Como há a característica de 

igualdade de comprimento de ondas para todos os elementos de cada uma das colunas, 

agrupou-se estes elementos (binning). Com isto, cada coluna foi transformada em um 

único “super-elemento”, tendo um aumento na relação sinal-ruido (RSR) do espectro. 

O tamanho de cada elemento da CCD é de 25μm, portanto, o tamanho total da área 

sensível da CCD é de 25,6 X 6,4mm. A câmera CCD possui um diafragma mecânico 
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na face frontal, que permite o controle do tempo de exposição do detector para melhor 

adequação da RSR dos espectros. 

 

 
 

Figura 6: Diagrama esquemático do espectrômetro Raman dispersivo utilizado no experimento. 
Potência do laser: 80 mW, comprimento de onda do laser: 830 nm, resolução espectral: 8 cm-1. 

 

 A aquisição e armazenamento dos espectros foram feitos por um 

microcomputador IBM-PC utilizando o software Winview (Princeton Instruments, NJ, 

USA), que controla o tempo de exposição do detector e o número de aquisições por 

amostra e armazena os espectros no formato ASCII. O tempo de exposição para a 

obtenção do espectro foi escolhido de maneira que não houvesse saturação do sinal 

pela câmera CCD e situo-se em 50s. 

 

 

3.4 Obtenção da Curva de Calibração da Vancomicina 

 

 

A fim de quantificar a concentração de vancomicina injetada intra-vítrea nas 

amostras extraídas dos globos oculares dos coelhos, foi obtida uma curva de calibração 
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utilizando vancomicina diluída em água destilada. Após a diluição, em concentrações 

de 0 mg/mL, 5,0 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL, 

foram obtidos espectros Raman destas soluções acondicionadas na cubeta de quartzo. 

Com os espectros Raman obtidos destas amostras foi realizada a curva de calibração 

via PLS visando verificar a capacidade da técnica Raman em quantificar a 

concentração da Vancomicina nas soluções diluídas. 

Com o valor da concentração conhecida da vancomicina em água e a 

intensidade do espectro Raman, foi desenvolvido o modelo de calibração multivariado 

utilizando o PLS, que será utilizado em última instância para o cálculo das 

concentrações reais do fármaco nas amostras de vítreo. No Matlab (versão 4.2), os 

espectros Raman e as concentrações de vancomicina foram considerados as variáveis 

independentes (ordenadas) e dependentes (abscissas) respectivamente, e através da 

função [p,q,w,t,u,b,ssq] = pls (x,y,lv,1) onde: x são os espectros, y os valores de 

concentrações, lv o número de variáveis latentes determinado pelo usuário, construiu-

se o modelo PLS, sendo que neste trabalho o número de lv foi variado entre 1 e 2, visto 

que há poucas variáveis latentes, principalmente o medicamento, a serem consideradas 

nos espectros. As saídas da função são p = carregamento das variáveis independentes 

x; q = carregamento das variáveis dependentes y; w = importância das variáveis 

independentes; t = escores das variáveis independentes x; u = importância das variáveis 

dependentes y; b = vetor coeficiente interno do PLS; ssqdif = tabela de variâncias entre 

x e y obtida pelo modelo PLS.  

Um procedimento de validação cruzada, utilizando os mesmos valores 

empregados na construção do modelo foi estabelecido com lv igual a 1 e 2, através da 

função ypred = plspred (x,b,p,q,w,lv). Gráficos foram plotados entre os valores das 

concentrações conhecidas e as previstas pelo modelo PLS (ypred), e com os resultados 

deste gráfico, foi calculado do erro padrão (EP) para lv igual a 1 e 2. O EP tem a 

função de avaliar o quanto o modelo PLS é capaz de prever concentrações a partir dos 

dados utilizados na construção do modelo, e também verificar se tais erros estão dentro 

dos padrões aceitáveis dados pela literatura e pela prática clínica. 

A fim de verificar se as concentrações de vancomicina possuíam diferenças 

significativas entre os grupos de tempo de injeção, foi aplicado teste de normalidade 

Kolmogorov-Smirnov, e caso as amostras possuíssem distribuição normal, foi aplicado 

o teste ANOVA com nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADOS 

  

 

 A fim de verificar se o espectro Raman da vancomicina estava de acordo com o 

obtido da literatura (Sigma-Aldrich), e obter-se uma referência de espectro Raman 

dispersivo da substância pura utilizada na injeção no vítreo dos animais, uma amostra 

de vancomicina liofilizada foi submetida ao espectrógrafo, apresentando o seguinte 

espectro Raman (Figura 7): 
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Figura 7:  Espectro Raman da vancomicina liofilizada, obtido com medicamento colocado na 
cubeta de quartzo. Potência do laser: 80 mW, comprimento de onda do laser: 830 nm, 
resolução: 8 cm-1. 

  

Considerando que para o experimento utilizou-se espectro Raman de diluições 

de vancomicina em água destilada, a Figura 9 demonstra que foi obtido espectro 

Raman de solução aquosa pura (0 mg/mL), para possibilitar a comparação entre o 

espectro Raman da água destilada e o vítreo de uma das amostras do olho do coelho 

livre de droga. Referida conduta foi procedida para permitir a análise dos meios (água 

destilada e vítreo), necessária à verificação da existência ou não de diferenças 

fundamentais que pudessem interferir nos resultados obtidos. 

Para tanto, o espectro Raman do vítreo de uma das amostras do olho do coelho 

sem aplicação da vancomicina é apresentado na Figura 8. Pode-se observar a pequena 

quantidade de características espectrais, basicamente características espectrais da 
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cubeta de quartzo, com as bandas entre 800 e 1000 cm-1 e entre 1000 e 1200 cm-1, visto 

que a composição do vítreo é basicamente de água.  
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Figura 8:  Espectro Raman do vítreo de coelho em cubeta de quartzo. Potência do laser: 80 mW, 
comprimento de onda do laser: 830 nm, resolução: 8 cm-1. 

 

Como comparação, se plotou um gráfico ilustrando o espectro da água pura 

distinguindo-se do espectro do vítreo como pode-se evidenciar na Figura 9, 

Raman água
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Figura 9:  Espectro Raman da água em cubeta de quartzo. Potência do laser: 80 mW, 
comprimento de onda do laser: 830 nm, resolução: 8 cm-1.   
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Para desenvolver um modelo de cálculo das concentrações de vancomicina 

intra-vítrea através dos espectros Raman, foram realizadas diluições de vancomicina 

em água destilada, posteriormente submetidas ao espectrógrafo. A Figura 10 apresenta 

os espectros Raman das diferentes concentrações da vancomicina em solução aquosa, 

acondicionadas na cubeta de quartzo, nas concentrações de: 05 mg/mL, 10 mg/mL, 15 

mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL e 40 mg/mL. Os espectros foram plotados com um 

deslocamento no eixo das ordenadas, de maneira a possibilitar a avaliação das 

diferenças nas intensidades relativas das bandas Raman nas diversas concentrações. Os 

espectros não tiveram a remoção do ruído de alta freqüência (ruído de fóton e ruído 

eletrônico da CCD), para que se mantivesse a característica original do sinal, visto que 

a filtragem pode, em alguns casos, introduzir artefatos na forma de picos Raman em 

posições onde encontram-se tais ruídos. 
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Figura 10:  Espectros Raman da vancomicina diluídas em água destilada, em concentrações 
conhecidas (mg/mL), com o espectro da água subtraído. Potência do laser: 80 mW, 
comprimento de onda do laser: 830 nm, resolução: 8 cm-1.  
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A fim de obter-se a quantificação da concentração de vancomicina injetada no 

vítreo dos animais do estudo, e de posse dos espectros Raman das concentrações 

conhecidas de vancomicina, foi desenvolvido um modelo de calibração com diluições 

conhecidas e variáveis de vancomicina em água para o cálculo das concentrações de 

vancomicina injetadas no vítreo, utilizando a técnica de regressão multivariada PLS 

(Partial Least Square), que emprega toda a informação espectral disponível, na faixa 

de concentração desde 0 a 40 mg/mL. Isto proporciona melhora significativa na 

previsão quando comparada a uma progressão univariada (um pico apenas), pois leva 

em consideração não somente as posições das bandas, mas também larguras, além de 

toda informação espectral que esteja correlacionada com as variações na intensidade da 

amostra. Neste caso, a concentração conhecida da vancomicina é representada pelo 

eixo das abscissas e a concentração prevista pelo modelo PLS aplicado aos espectros 

Raman está no eixo das ordenadas. 

O modelo PLS utilizou um número de variáveis latentes igual a 1, ou seja, 

apenas a informação espectral de uma variável é suficiente para explicar as variações 

espectrais encontradas no conjunto de dados, dado que existe apenas a vancomicina na 

amostra.  

Utilizando-se o software Matlab (versão 4.2), construiu-se o modelo PLS 

conforme descrito na seção Materiais e Métodos, sendo que neste trabalho o número de 

variáveis latentes foi considerado unitário, já que há somente uma única variável, a 

vancomicina, a ser considerada nas amostras de vítreo. A validação cruzada, ou seja, a 

aplicação do modelo nas mesmas amostras utilizadas na sua confecção, foi realizada e 

as concentrações previstas foram obtidas. A partir dos resultados do modelo PLS, foi 

plotada a curva de concentração real versus a concentração prevista pelo modelo. Os 

valores das concentrações calculadas versus as reais estão distribuídos ao longo da reta. 

Quanto mais próximos os pontos calculados pelo modelo da diagonal da reta das 

concentrações, menor é o erro da concentração de vancomicina em solução. Com os 

resultados deste gráfico, foi calculado o erro padrão de calibração (EPC) da técnica. O 

EPC tem a função de determinar o quanto o modelo PLS é capaz de prever 

concentrações a partir dos dados utilizados na construção do modelo. O EPC pode ser 

calculado pela expressão: 
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Neste contexto, Cai é a concentração real da solução, Ci é a concentração 

encontrada pelo modelo PLS através do espectro Raman, e n representa o número de 

amostras. 

 A Figura 11 apresenta o resultado da concentração calculada pelo PLS aplicada 

às diluições de vancomicina em água, com a concentração real (eixo x) e a prevista 

pelo modelo (eixo y). O erro padrão de calibração para o modelo PLS utilizando uma 

variável latente foi de 1,83 mg/mL. 
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 Figura 11:  Curva com a comparação entre a concentração real da diluição da 
vancomicina (abscissa) versus a concentração prevista pelo modelo PLS utilizando os espectros 
Raman (ordenada) em solução aquosa, com o número de variáveis latentes igual a 1. 
 

 Objetivando demonstrar que a primeira variável latente calculada e utilizada no 

modelo PLS realmente representam a informação espectral da vancomicina diluída em 

água, a Figura 12 apresenta a plotagem das duas primeiras variáveis latentes. Observa-
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se os picos Raman nas mesmas posições da vancomicina em pó na primeira variável 

latente, enquanto que na segunda variável observa-se picos não correlacionados com o 

espectro da droga. 
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Figura 12: Plotagem das duas primeiras variáveis latentes obtidas pelo modelo PLS aplicado aos 
espectros de vancomicina diluídas em água.  
 

 A droga vancomicina foi injetada intra-vítrea nos grupos experimentais 

conforme segue: 

 

1) Amostras do grupo 8 h: G3 
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 Após permanecer por 8 h com a vancomicina na câmara vítrea, o conteúdo 

vítreo foi coletado através de micro-cirurgia e acondicionado na cubeta de amostras 

para ser analisado pelo equipamento Raman. Neste grupo foram obtidas 6 amostras de 

vítreo com vancomicina. O espectro Raman médio destas amostras é mostrado na 

Figura 13. A análise PLS mostrou que houve alteração da quantidade da vancomicina 

intra-vítrea dos olhos que foram inoculados com Vancomicina para os olhos não 

inoculados. 

 

2) Amostras do grupo 24 h: G2 

 Após permanecer por 24 h com a vancomicina na câmara vítrea, o conteúdo 

vítreo foi coletado e acondicionado na cubeta de amostras para ser analisado pelo 

equipamento Raman. Foram obtidas 6 amostras de vítreo com vancomicina. O espectro 

Raman médio destas amostras é mostrado na Figura 13. A análise PLS mostrou que 

também apresentaram variação da quantidade da droga em relação aos olhos controle e 

ao grupo 8 h. 

 

3) Amostras do grupo 48 h: G1 

 Após permanecer por 48 h com a vancomicina na câmara vítrea, o conteúdo 

vítreo foi coletado e acondicionado na cubeta de amostras para ser analisado pelo 

equipamento Raman. Foram também obtidas 6 amostras de vítreo com vancomicina. O 

espectro Raman médio destas amostras é mostrado na Figura 13. A análise PLS 

mostrou que este grupo também apresentou diferenças na quantidade de droga em 

relação ao grupo controle e aos demais grupos de inoculação. 

 

4) Amostras controle: 

 Em cada grupo de animais foi separado um coelho onde era aplicada apenas 

água destilada sem vancomicina no mesmo momento em que era aplicada a medicação 

nos demais membros do grupo respectivamente. Foram obtidas 4 amostras de vítreo de 

três animais (duas das amostras foram perdidas).  
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O espectro Raman médio destas amostras é mostrado na Figura 13.  

-200.00

300.00

800.00

1300.00

1800.00

800 1000 1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman (cm-1)

In
te

ns
id

ad
e 

(u
n.

 a
rb

.)

média 8h média 24h média 48h média água

 
Figura 13:  Plotagem dos espectros Raman médios do vítreo das amostras após a injeção de 
água e vancomicina em 8 h, 24 h, 48 h e média do grupo água. 

 

O modelo PLS utilizando os espectros Raman da droga diluída em água foi 

então aplicado às amostras de vítreo de coelho com injeção de vancomicina, tendo 

como resultado novos valores de concentração calculadas pelo modelo com o número 

de variáveis latentes igual a 1. Como foram obtidos espectros em seis amostras em 

cada tempo de injeção, foram verificados seis valores de concentrações previstas, e o 

resultado final da concentração para cada amostra é apresentado na Tabela 3. Uma das 

amostras apresentou uma discrepância muito alta em relação às demais, ocorre que ao 

se avaliar o espectro Raman foi observada presença de bandas diferentes das do vítreo, 

indicando uma possível contaminação provavelmente por resíduos de retina, coróide 

ou sangue, que não puderam ser removidos da amostra no momento da espectroscopia. 

A amostra possivelmente contaminada foi retirada do cálculo da média. 
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Tabela 3: Resultados da aplicação do modelo PLS dos espectros de vancomicina em 
solução aquosa nos espectros Raman da vancomicina injetada no olho dos coelhos, 
com subtração do espectro da água. 

Amostra Concentração prevista pelo PLS com uma 

variável latente 

agu08_1 -0,174 

agu24_1 -0,117 

agu48_1 0,291 

agu48_2 0,690 

van08_1 0,676 

van08_2 1,556 

van08_3 3,308 

van08_4 2,312 

van08_5 2,494 

van08_6 2,494 

van24_1 3,015 

van24_2 3,293 

van24_3 0,400 

van24_4 3,541 

van24_5 0,066 

van24_6 1,769 

van48_1 2,448 

van48_2  22,59* 

van48_3 2,603 

van48_4 1,747 

van48_5 1,734 

van48_6 0,366 

*Nota: amostra possivelmente contaminada e retirada das análises 

subsequentes. 

  

 A verificação individual de cada amostra pela estimativa do PLS, identificou 

que a quantificação foi muito baixa em algumas amostras injetadas, como a exemplo 

das amostras van24_3 e van24_5 e van48_6. As amostras agu08_1, agu24_1, agu48_1 

e agu48_2, por tratarem-se de injeção de água, apresentaram quantidade também baixa. 
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 Com os dados individuais de cada amostra, foi calculada a média e desvio 

padrão dos resultados da previsão do modelo PLS para cada tempo de injeção, visando 

com isto comparar as concentrações obtidas com as concentrações do medicamento 

que estão descritas na literatura. Na Figura 14 é apresentada a média e desvio padrão 

da quantidade de vancomicina em cada tempo decorrido da injeção, onde pode-se 

avaliar o comportamento geral da concentração calculada pelo modelo PLS. Observou-

se um valor muito pequeno da concentração da droga nas amostras com inoculação de 

água, e a possível identificação da vancomicina nas amostras de vítreo inoculadas com 

o antibiótico, porém com importante oscilação das medições de concentração 

verificadas pelo elevado desvio padrão, corroborando com o alto valor do erro padrão 

de calibração. 
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Figura 14: Gráfico de barras com o valor médio da concentração indicado pelo PLS em cada 
grupo separadamente. 

 

 No gráfico da Figura 14, para a obtenção da concentração média no grupo de 48 

h, foi subtraída a amostra van48_2 que, como já ressaltado anteriormente, apresentou 

uma concentração supervalorizada possivelmente em função de contaminação com 

outros tecidos retinianos. 

 A aplicação do teste Kolmogorov-Smirnov indicou distribuição normal dos 

dados. Portanto, utilizou-se o teste ANOVA para indicar possíveis diferenças entre os 

grupos. O teste ANOVA com nível de significância de 5% nos grupos de injeção 
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dependendo do tempo de inoculação não indicou diferença significativa entre os 

grupos água,  8 h, 24h e48h. Porém, embora o número de amostras não seja muito 

grande e tenha ocorrido elevado desvio padrão, é possível evidenciar variações entre os 

grupos. Pelo elevado desvio padrão não é possível quantificar com precisão a 

concentração da droga no vítreo. 
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5 DISCUSSÃO 

  

 

Conforme demonstrado no item Materiais e Métodos, 3 grupos com 3 coelhos 

Nova Zelândia cada (18 olhos) foram submetidos à injeção individual de 5 mg de 

vancomicina em cada olho. Através de micro-cirurgia, amostras do corpo vítreo foram 

coletadas após permanência do antibiótico intra-ocular por períodos distintos: 8 h (G3), 

24 h (G2) e 48 h (G1). Em cada um dos grupos foi mantido um animal de controle com 

injeção de apenas água nos dois olhos. 

As amostras foram avaliadas mediante espectroscopia Raman com objetivo 

principal de determinar oscilações de concentração do antibiótico quando comparado 

ao seu período de permanência no interior do globo ocular. Em conseqüência, buscou-

se identificar o clearence da droga neste intervalo de tempo com o uso da 

espectroscopia Raman dispersiva no infravermelho próximo. 

Pela Figura 7, pode-se destacar que os picos Raman identificados na amostra 

foram coincidentes com os picos obtidos na literatura, tocante a produtos químicos 

puros (Sigma- Aldrich). Tal constatação foi evidenciada mediante a comparação entre 

o espectro obtido no experimento (Figura 7) e o verificado durante a revisão 

bibliográfica (Figura 5). Neste sentido, o espectro Raman dispersivo apresentou uma 

relação sinal-ruído alta em virtude de ser material puro, não diluído. A alta qualidade 

do espectro permitiu uma correta identificação das posições das bandas mais 

importantes, revelando a viabilidade do experimento.  

Considerando que o estudo se concentrou no corpo vítreo, formado por água 

(99%), por colágeno tipo II e ácido hialurônico (1%), verifica-se na Figura 8, em que 

foi plotado o espectro do vítreo de um coelho normal (sem a injeção de qualquer 

droga), que não foram observados picos Raman significativos, apresentando apenas 

ruído e remanescente das bandas da cubeta de quartzo (na região entre 800 a 1000cm-1 

e 1000 a 1200cm-1). Assim, a análise das Figuras 8 e 9 revela que o vítreo e a água (em 

razão de sua semelhantes estruturas moleculares), permitem identificação de alterações 

em sua composição química, através da espectroscopia Raman. Semelhante 

constatação foi apresentada por Sebag et al.57, que encontraram um sinal Raman muito 

fraco do vítreo puro, mesmo na forma desidratada, bem como uma dificuldade muito 

grande em se obter a forma liofilizada do vítreo devido a sua baixa concentração 
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celular. Fisiologicamente, o mesmo ocorre com a água. Assim, o sinal Raman de vítreo 

e água é praticamente inexistente e, alguma alteração neste sentido deve ser creditada a 

substâncias em seu interior.  

Na aplicação do modelo PLS para previsão das concentrações, é recomendado 

que o soluto seja dissolvido no mesmo solvente objeto da avaliação81, neste caso, seria 

necessária a diluição das amostras do antibiótico no vítreo. Porém, optou-se pela 

diluição em água destilada por motivos práticos, o que possivelmente não implicou no 

resultado (como demonstrado acima), visto que a água é a composição básica do 

vítreo. O problema em se obter a curva de diluição da concentração do soluto no vítreo 

implicaria no sacrifício de vários animais para obtenção do volume necessário de 

vítreo. De outro lado, seria imprópria a diluição do antibiótico em gel vítreo post 

mortem, já que a fisiologia do meio seria diferente daquela encontrada em um globo 

ocular íntegro, local de fluxo contínuo de líquidos e eletrólitos, além de que a 

temperatura corpórea do animal poderia implicar no metabolismo. 

Analisando a Figura 10, apesar da baixa relação sinal/ruído, é possível 

observar, a partir de 10 mg/mL, a expressão das bandas Raman da vancomicina em 

904, 1005, 1253 e 1623 cm-1. Estas bandas não estão presentes no espectro da água 

pura e enfraquecem de acordo com a diluição da droga. (quanto menor a concentração, 

menor a intensidade do sinal Raman). Já Hosseini et al.77, com utilização de 

espectroscopia Raman, obtiveram com facilidade, quantidades de ceftazidima 

próximas de 0,4 mg em humor aquoso, concentrações estas abaixo das doses indicadas 

clinicamente em injeções intra-vítrea desta droga (2,5 mg), porém o mesmo estudo não 

conseguiu se aproximar da identificação da anfotericina B que apresenta concentrações 

muito menores. 

Pela Figura 13, onde os espectros do vítreo com água e os do vítreo inoculado 

com vancomicina em diferentes tempos: 8 h (G3), 24 h (G2), 48 h (G1), foram 

pareados num mesmo gráfico, vê-se que os grupos inoculados apresentam um padrão 

bem diferente de bandas do grupo onde foi injetado apenas água. Destaca-se ainda a 

grande semelhança nas bandas de maior expressão dos três grupos inoculados, o que 

não ocorre significativamente no grupo controle. No mesmo sentido, a Tabela 3 revela 

que nos animais em que foi injetada vancomicina, a aplicação do método PLS no 

cálculo da concentração da droga, foi eficaz no respectivo diagnóstico percentual. Já 
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nos animais em que se injetou água destilada, os resultados indicaram baixa 

quantidade. 

Naqueles onde a droga foi introduzida: van08_1, van08_2, van08_3, van08_4, 

van08_5, van08_6, van24_1, van24_2, van24_4, van24_6, van48_1, van48_3, van48_4 

e van48_5, houve uma concentração próxima da esperada, ou seja, abaixo de 5 mg/mL, 

decorrente da deposição de 5 mg de medicamento no interior de um globo ocular 

estimado de 1 cm3 (1 mL). A variação apresentada compreendeu uma concentração de 

0,67 a 3,54 mg/mL. 

O erro padrão de calibração (EPC), para variável latente no presente modelo de 

PLS foi de 1,83 mg/mL, considerado elevado para uma avaliação de concentração 

próxima de 5 mg/mL. Este erro pode explicar o valor significativo da barra de erro 

(desvio padrão) que os resultados da concentração intra-vítrea apresentaram. Tal fato 

impediu que se afirmassem as diferenças de concentrações da substância presente no 

interior do vítreo. 

A Tabela 3 demonstrou que, apesar de se destacarem das amostras que 

continham apenas injeção de água, as amostras com 8 h, 24 h e 48 h possuem uma 

oscilação grande nos resultados da concentração da droga calculada pelo PLS, 

inclusive, em um mesmo grupo. A título de exemplo, as amostras: van24_3, van24_5 e 

van48_6, apresentaram resultado de concentração muito baixo. Já a amostra van48_2 

expressou uma concentração acima de 22 mg/mL, impossível de ser alcançada em 

razão da quantidade injetada no olho do animal (apenas 5 mg/mL), Provavelmente o 

valor elevado foi decorrente de uma contaminação com outros tecidos oculares, não 

presentes na calibração do PLS. O fato é que se esperava concentrações semelhantes 

nas amostras submetidas ao antibiótico pelo mesmo período de tempo (8 h, 24 h e 48 

h). Disto surgem duas possibilidades: 1) o laser foi focado em locais do vítreo com 

concentração insuficiente de vancomicina; 2) ocorreu uma difusão não regular do 

medicamento no interior do vítreo. Sobre este último ponto, ressalte-se que a dose de 

vancomicina foi aplicada em bolo em uma única injeção no corpo vítreo, e a partir 

deste aglomerado, o medicamento deveria difundir-se para o restante do corpo vítreo. 

Já em estudos no humor aquoso presente em câmara anterior, onde não há 

compartimentalização dos fluidos esta fator pode ser desconsiderado69,74,77.  

Estudos prévios demonstraram que a difusão de medicamentos no vítreo é 

semelhante a da água84. Porém, sabe-se que o vítreo é dividido em segmentos e estes 
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podem apresentar diferentes comportamentos de acordo com a localização da injeção 

primária5, 23. Ao se considerar tal fato, é possível que em algumas localizações vítreas 

sejam encontrados valores superiores ou inferiores ao esperado para a diluição, pois a 

precipitação local poderia expressar uma concentração aparentemente equivocada 

neste segmento. Neste aspecto, ressalta-se que a homogeneização do vítreo e da 

medicação não foi procedida nas amostras para que não fosse influenciado, mesmo no 

pós mortem, a difusão do medicamento no vítreo, isto se justifica pelo fato de que na 

prática, também não seria possível misturar mecanicamente os elementos.  

Quanto à focalização do laser na amostra de vítreo dentro da cubeta, neste 

experimento não foi possível a determinação do ponto exato em que o laser incidia no 

corpo vítreo, visto que o material foi todo acondicionado na cubeta. Desta forma, as 

médias apresentaram-se mais úteis que os valores individuais, como visto na Figura 14. 

Assim uma maior quantidade de amostras poderia ter uma melhor previsibilidade, 

diminuindo a variação estatística. 

 Na prática oftalmológica, com o uso de miras a laser e lentes de aumento como 

as encontradas nas lâmpadas de fenda (equipamento básico de consultório), seria 

possível uma maior previsibilidade da zona a ser excitada pelo Raman. Isto significa 

que no uso clínico o posicionamento do feixe de excitação poderia ser mais preciso, o 

que não pode ser feito neste experimento.  

Considerando isso, e a fim de melhorar a relação sinal-ruído dos espectros 

Raman do vítreo e potencializar a confiabilidade dos resultados das concentrações 

previstas pelo modelo PLS, há a possibilidade de se aumentar a potência do laser de 

excitação, com o conseqüente aumento da intensidade do espalhamento Raman. Há 

também a hipótese de se utilizar um laser de comprimento de onda menor, visto que o 

espalhamento aumenta com a diminuição do comprimento de onda. O inconveniente a 

ser considerado é que um menor comprimento de onda teria o efeito de fluorescência 

mais intenso, não desejado para o sinal Raman69. 

A par disso, alguns autores demonstraram que lasers de comprimento de ondas 

menores como o verde (514,5 nm proveniente do laser de argônio), poderiam ser 

utilizados para aumentar a relação sinal/ruído do espectro Raman, como visto por 

Sideroudi et al.85, porém com este comprimento de onda penetrar-se-ia menos nos 

tecidos oculares, o que, na hipótese de infecção (endoftalmite), resultaria inócuo, pois 

os meios intra-oculares apresentam-se com opacidade intensa6. 
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É bem verdade que, comprimentos de ondas maiores, próximos de 830 nm 

alcançariam uma penetração maior. O ideal é que se pudesse: 1) combinar uma fonte 

excitadora com o comprimento de onda curto, para amplificar estímulos em moléculas 

diluídas, com uso em meios transparentes; 2) aplicar comprimentos de onda mais 

longos para uso em meios mais opacos69.  

 Diante do exposto, a técnica Raman pode se tornar um instrumento de grande 

valia para a prática clinica oftalmológica, mas para que isso ocorra deve-se priorizar 

estudos de melhora dos resultados obtidos, em especial, na identificação quantitativa 

de substâncias intra-oculares.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Em função dos resultados encontrados no desenvolvimento deste trabalho, é 

possível concluir que: 

- A espectroscopia Raman dispersiva com fonte de laser excitador de 830 nm 

foi capaz de reproduzir o espectro Raman da vancomicina liofilizada (desidratada), de 

acordo com a comparação do espectro apresentado por uma companhia fornecedora da 

droga. 

 - A espectroscopia Raman dispersiva é capaz de identificar a presença de 

vancomicina no gel vítreo no post mortem imediato. A vancomicina foi melhor 

identificada em solução aquosa através da espectroscopia Raman dispersiva com uso 

de laser no infra-vermelho próximo (830 nm) em concentrações superiores a 10 

mg/mL. 

- A espectroscopia Raman dispersiva com laser excitador de 830nm não se 

mostrou sensível para identificação de vancomicina em concentrações próximas de 

05mg/mL no vítreo dos coelhos. 

- A técnica PLS, utilizando o modelo de calibração da droga diluída em água, 

foi capaz de apontar uma concentração intra-vítrea da vancomicina próxima da 

esperada (em torno de 5 mg/mL), porém com grande desvio padrão. 
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