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“Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano, ele treme de medo. Olha para 

trás, para toda a jornada: os cumes, as montanhas, o longo caminho sinuoso através 

das florestas, através dos povoados, e vê à sua frente um oceano tão vasto, que 

entrar nele nada mais é que desaparecer para sempre. Mas não há outra maneira. O 

rio não pode voltar. Ninguém pode voltar. Voltar é impossível na existência. Você 

pode apenas ir em frente. O rio precisa se arriscar e entrar no oceano. E somente 

quando ele entrar no oceano é que o medo desaparece. Porque apenas então o rio 

saberá que não se trata de desaparecer no oceano, mas tornar-se oceano. Por um 

lado é desaparecimento, e por outro lado é renascimento. Assim somos nós. Voltar é 

impossível na existência. Você pode ir em frente e se arriscar: tornar-se oceano.” 

 

(Albert Einstein) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

RESUMO 

 

A diabetes mellitus é uma doença crônica caracterizada pela produção insuficiente 

de insulina ou pela incapacidade de utilização efetiva de toda a insulina produzida 

pelo pâncreas. O tratamento inicial da diabetes mellitus tipo 2, que é o tipo mais 

comum da doença, consiste basicamente em mudanças no estilo de vida, com 

alteração na dieta alimentar e exercícios físicos. Entretanto, devido ao caráter 

progressivo da doença, é comum a prescrição de medicamentos orais para controle 

da glicemia. As sulfoniluréias são fármacos que tem sido amplamente utilizados no 

controle da glicemia. Nesse estudo, desenvolveu-se e validou-se um método simples 

usando microextração em sorvente empacotado e cromatografia líquida de alta 

eficiência com detecção no ultravioleta para determinação simultânea de três 

fármacos antidiabéticos orais da classe das sulfoniluréias (clorpropamida, gliclazida 

e glimepirida) em plasma humano. A glibenclamida, outra sulfoniluréia, foi utilizada 

como padrão interno. Um planejamento fatorial fracionário e um planejamento 

fatorial completo foram aplicados para avaliar os parâmetros que afetam as etapas 

de extração e dessorção, respectivamente. Todos os parâmetros da etapa de 

extração (pH, volume da amostra, diluição da amostra e número de ciclos de 

aspiração/ejeção) e da etapa de dessorção (porcentagem de acetonitrila no solvente 

de eluição e números de ciclos de aspiração do solvente de eluição através do 

cartucho) foram estatisticamente significativos (p<0,05) quando a recuperação foi 

usada como resposta. O método desenvolvido permitiu o uso de pequenos volumes 

de amostra e solventes. Os planejamentos experimentais realizados auxiliaram na 

escolha racional das melhores condições para cada parâmetro e na obtenção de 

recuperação e sensibilidade satisfatórias. A rápida e eficiente separação entre os 

fármacos foi possível pelo uso de coluna com partículas de núcleo fundido (tempo 

de corrida 2,2 min). Esse método foi validado mostrando seletividade, precisão, 

exatidão e linearidade nas faixas de 1,0-50,0 µg mL-1 para clorpropamida, 1,0-10,0 

µg mL-1 para gliclazida e 0,1-1,0 µg mL-1 para glimepirida. Finalmente, o método 

validado foi aplicado em análises de amostras de plasma humano contendo os três 

analitos testados. 

 

Palavras-chave: antidiabéticos orais, coluna com partículas de núcleo fundido, 

microextração em sorvente empacotado, planejamento experimental. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Diabetes mellitus is a chronic disease characterized by the insufficient production of 

insulin or by the inability of the body to effectively use all the insulin which is 

produced by the pancreas. The initial treatment of the mostly common type 2 

diabetes mellitus consists in changes in lifestyle, mainly in diet and physical 

exercises. However, due to the progressive feature of the disease the prescription of 

oral drugs to control the glycemia is a common practice. The sulfonylureas drugs 

have been largely used for the glycemic control. In this study, a simple method was 

developed and validated using microextraction in packed sorbent and high 

performance liquid chromatography with ultraviolet detection for the simultaneous 

determination of three oral antidiabetic drugs of the class of sulfonylureas 

(chlorpropamide, gliclazide e glimepiride) in human plasma. Glibenclamide, another 

sulfonylurea, was used as internal standard. A fractional factorial planning and a 

complete factorial planning were applied to evaluate the parameters that affect the 

stages of extraction and desorption, respectively. Every parameter of the extraction 

stage (pH, sample volume, sample dilution and number of aspiration/ejection cycles) 

and of the desorption stage (acetonitrile percentage in the elution solvent and the 

number of cycles of aspiration of the elution solvent through the cartridge) were 

statistically significant (p<0.05) when the recovery was used as the measurement. 

The developed method allowed the use of small sample and solvent volumes. The 

performed experimental planning helped the rational choice of the best conditions for 

each parameter in order to obtain satisfactory recovery and sensitivity. The fast and 

efficient separation of the drugs was possible with the use of a fused-core particles 

column (run time of 2.2 min). This method was validated showing selectivity, 

precision, accuracy and linearity in the linear ranges of 1.0-50.0 µg mL-1 for 

chlorpropamide, 1.0-10.0 µg mL-1 for gliclazide and 0.1-1.0 µg mL-1 for glimepiride. 

Finally, the validated method was applied for the analysis of human plasma samples 

containing the three tested analytes. 

 

Keywords: oral antidiabetic drugs, fused-cored particles column, microextraction by 

packed sorbent, experimental design.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Diabetes mellitus (DM) é uma doença crônica com alta e crescente prevalência em 

todo o mundo. Atualmente, a DM acomete aproximadamente 347 milhões de 

indivíduos, dos quais cerca de 90% apresentam a pessoas o tipo 2 da doença 

(DM2). A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é frequentemente detectada em crianças e é 

causada por uma total deficiência na produção de insulina. A DM2 é mais comum 

em adultos e decorre de uma produção e/ou utilização insuficiente de insulina. A 

DM2 se desenvolve de forma lenta e progressiva e seus sintomas iniciais são 

brandos.  O diagnóstico geralmente ocorre quando danos graves já foram causados 

à saúde do paciente. Para evitar a evolução da doença, é importante que o 

tratamento comece de imediato e que o nível de glicose seja eficientemente 

controlado. Nesse tratamento são utilizados medicamentos por via oral e uma das 

principais classes de fármacos utilizados é a das sulfonilureias. As sulfonilureias são 

fármacos com eficácia e segurança bem estabelecidos, e por isso, são amplamente 

usados no tratamento da DM21,2. 

 

Um dos problemas mais comuns quando se trata de uso de medicamentos via oral 

em pacientes com doenças crônicas é a adesão ao tratamento. O controle glicêmico 

em pacientes em uso de sulfonilureias só é possível se o paciente usar corretamente 

o medicamento. Por outro lado, o controle glicêmico pode não ser atingido se houver 

ineficácia do tratamento, o que pode advir de uma resistência após longo período de 

uso de medicamentos. Em qualquer uma das situações, é importante monitorar a 

concentração desses fármacos no plasma do paciente a fim de inferir 

criteriosamente sobre a baixa adesão ao tratamento ou sobre a necessidade de 

alteração no tratamento de paciente com glicemia descontrolada. Para isso, é 

conveniente utilizar um método analítico simples, preciso e com alto poder de 

detecção do fármaco em baixa concentração no plasma humano3. 

 

A determinação de antidiabéticos orais em plasma humano tem importância 

fundamental na avaliação da concentração plasmática de pacientes em crise 

hipoglicêmica, bem como em estudos de farmacocinética, na avaliação da 

biodisponibilidade de novas formas farmacêuticas, e em estudos de bioequivalência 

para estabelecimento de novos medicamentos genéricos e similares3. 
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A análise de fármaco em matrizes complexas, tal como o plasma humano, 

compreende quatro etapas principais: extração do analito, separação de 

interferentes, detecção e tratamento dos dados obtidos. A etapa de extração, 

também denominada preparo de amostras, é a mais demorada e a que pode gerar 

um maior número de erros4. 

 

As técnicas de extração a partir de matrizes complexas, mais utilizadas atualmente, 

são laboriosas, requerem grande número de etapas e necessitam de volumes 

consideráveis de amostras e solventes. Por isso, novas abordagens têm sido 

desenvolvidas. Dentre elas, a microextração em sorvente empacotado (MEPS, do 

inglês microextraction by packed sorbent) é uma técnica capaz de extrair fármacos 

presentes em matrizes biológicas com alta eficiência. Em comparação com as 

técnicas convencionais, a MEPS necessita de menores volumes de amostras e 

solventes, além de menor tempo de análise. Assim, reduzem-se o descarte de 

resíduos químicos no ambiente e a exposição dos analistas a solventes tóxicos e 

material biológico. Em adição, a simplicidade da técnica aliada ao pequeno número 

de etapas necessárias para a sua execução reduz o custo final das análises. Outra 

vantagem da técnica MEPS é a possibilidade de concentração dos analitos 

provenientes de amostras de plasma5. 

 

Recentemente foram disponibilizadas comercialmente colunas cromatográficas 

contendo partículas de núcleo fundido, que possibilitam adequada separação 

cromatográfica e alta eficiência em curtos tempos de análise, reduzindo com isso 

também o gasto de solventes.  

 

Além disso, o desenvolvimento de um único método, capaz de quantificar 

simultaneamente os três fármacos antidiabéticos orais, clorpropamida, gliclazida e 

glimepirida, permite avaliar amostras de pacientes diabéticos usuários de qualquer 

um dos fármacos com mais agilidade e praticidade.  

 

Entretanto, não existem na literatura relatos de métodos analíticos para a 

identificação e quantificação de fármacos antidiabéticos orais em plasma humano 

empregando a MEPS e a CLAE com colunas contendo partículas de núcleo fundido. 
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Diante do exposto, é justificado o desenvolvimento de um novo método, simples e 

rápido, para quantificação simultânea dos fármacos antidiabéticos orais 

clorpropamida, gliclazida e glimepirida em plasma humano. O emprego de MEPS 

como técnica de preparo de amostra e uma coluna de núcleo fundido na separação 

cromatográfica é adequado para tal fim.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Diabetes mellitus 

 

A DM é uma doença crônica com crescente prevalência em todo o mundo, 

constituindo problema de saúde pública não só pela sua alta prevalência, mas 

também pelas graves consequências que traz ao paciente2. Segundo a Organização 

Mundial de Saúde, cerca de 347 milhões de pessoas no mundo tem diabetes e a 

expectativa é que, em 2030, a doença se torne a 7ª principal causa de morte1. O 

crescente aumento da prevalência da DM pode ser explicado pelo aumento da 

expectativa de vida da população, associada a maior prevalência da obesidade e 

sedentarismo6. 

 

A DM decorre da produção de insulina em quantidades insuficientes, ou da 

incapacidade do corpo em usar efetivamente toda a insulina que é produzida. Como 

a insulina é o hormônio responsável por regular a entrada de glicose nas células, 

logo a doença provoca um quadro de acúmulo de glicose no sangue ou 

hiperglicemia que, ao longo dos anos, pode levar a sérios danos nos sistemas 

cardiovascular, renal e nervoso, dentre outros1,7.  

 

Os principais órgãos afetados pela hiperglicemia são o coração, os vasos 

sanguíneos, os olhos, o fígado, os rins e os nervos. Por isso, o risco de doença 

cardíaca e acidente vascular cerebral é alto. Uma das complicações mais comuns 

originadas dos altos níveis de glicose no sangue é a neuropatia (danos nos nervos) 

que acomete principalmente os pés. Em seu estágio mais avançado, a neuropatia 

pode causar graves consequências como úlceras nos pés, infecções e até mesmo a 

necessidade de amputação do membro. A cegueira é outro recorrente dano causado 

pela hiperglicemia, sendo que cerca de um por cento de cegueira global pode ser 

atribuído à diabetes. Além disso, a DM é uma das principais causas de insuficiência 

renal e o risco de morte entre as pessoas com DM é pelo menos o dobro daquelas 

sem diabetes1.  

 

A DM pode ser classificada em diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 

2 (DM2), diabetes mellitus gestacional (DMG) e outros tipos específicos de diabetes. 
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A DM1, mais conhecida como insulino-dependente, é resultado da destruição das 

células beta do pâncreas e por isso geralmente leva a uma total deficiência na 

produção de insulina. A causa da DM1 é desconhecida até o momento e, portanto, 

sem possibilidade de prevenção. Os sintomas incluem poliúria, polidipsia (aumento 

anormal da sede), fome constante, perda de peso, alterações na visão e fadiga. A 

DM2 resulta da resistência do organismo à insulina e da sua produção insuficiente7. 

O terceiro tipo, DMG - mais frequentemente identificada através de exames no pré-

natal do que pelo relato dos sintomas - tem sintomas semelhantes àqueles da DM21 

e, até o momento, pouco se sabe a seu respeito7. Outros casos de diabetes 

decorrem de defeito genético com comprometimento do funcionamento da célula 

beta, ou alterações genéticas que afetam a ação da insulina, de doenças do 

pâncreas (como fibrose cística) e de indução por outros medicamentos7.  

 

A DM2 é o tipo mais comum, correspondendo a cerca de 90% dos casos. Os 

sintomas são semelhantes aos da DM1, porém menos acentuados. Por isso, 

normalmente a doença é diagnosticada após vários anos, quando surgiram as 

complicações. Em geral, a DM2 se desenvolve em pessoas com excesso de peso e 

que levam uma vida sedentária, de modo que acomete principalmente adultos1,2,6, 

contudo pode ser observada em crianças1.  

 

Uma dieta balanceada e exercícios regulares são as principais recomendações para 

o controle da glicemia principalmente por pessoas propensas à diabetes. Evitar o 

tabagismo e manter o peso normal também podem auxiliar na prevenção ou retardar 

o aparecimento da DM21,8. Entretanto, intervenções farmacológicas são 

frequentemente necessárias para manter o nível glicêmico sob controle. Mesmo 

assim, a monoterapia pode não ser suficiente para manter o nível de glicose 

recomendado após alguns anos. Então múltiplos fármacos podem ser associados, 

cada qual com um mecanismo de ação diferente8. 

 

Em pessoas com DM1, o tratamento farmacológico consiste, usualmente, na 

administração de insulina injetável. Medicamentos orais não trazem grandes 

benefícios a esses pacientes, ao contrário do que acontece com pessoas com DM2, 

em que os medicamentos orais são amplamente prescritos e benéficos. Entretanto, 

a insulina também é necessária em pacientes com DM2, quando a doença se 
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encontra em estágio avançado e os medicamentos não resultam em concentrações 

plasmáticas adequadas de glicose1,8. 

 

Inicialmente, o tratamento de pacientes com DM2 consiste em mudanças no estilo 

de vida e uso de metformina (MEF) por via oral (tratamento de primeira linha). A 

metiformina é um medicamento da classe das biguanidas. Outros fármacos são 

necessários quando o tratamento de primeira linha não leva aos resultados 

esperados, situação bastante frequente em pacientes com DM2 devido ao caráter 

progressivo da doença2. Nesse caso, o prescritor adiciona um fármaco secretagogo 

de insulina (como as sulfonilureias) ou doses moderadas de tiazolidinedionas (como 

exemplo, 30 mg de pioglitazona, PIO) ao tratamento8. Os secretagogos de insulina 

podem ser as sulfonilureias ou os inibidores da enzima dipeptidil peptidase. 

Entretanto, as sulfonilureias são os fármacos de primeira escolha quando o paciente 

passou por perda de peso ou possui teores glicêmicos muito elevados e 

representam a opção menor custo2,8. 

 

Os principais efeitos adversos causados pelas sulfoniluréias são a hipoglicemia e o 

aumento de peso. A hipoglicemia é menos frequente com o uso dos fármacos de 

última geração e/ou com o uso de medicamentos de ação prolongada que são 

administrados uma vez ao dia. Reações cutâneas, hematológicas ou hepáticas são 

raras9. 

 

A grande vantagem da utilização das sulfonilureias é que são fármacos há muito 

tempo utilizados na terapêutica e, portanto, mostram eficácia e segurança bem 

estabelecidos. Apesar de apresentarem resposta com duração limitada, risco 

aumentado de hipoglicemia e levarem a um ganho de peso, as sulfonilureias 

continuam sendo amplamente usadas na terapêutica da DM22,8.  

 

As sulfoniluréias tem estruturas químicas similares, constituídas de arilsulfonilureias 

substituídas (Figura 1). Incluem-se na primeira geração do grupo os fármacos 

clorpropamida (CL), tolazamida, acetohexamida e tolbutamida, enquanto na 

segunda geração estão a gliclazida (GZ), glimepirida (GM), glibenclamida (GB) 

(também conhecida como gliburida) e glipizida (GLP)10.  
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Figura 1 – Estrutura química das sulfoniluréias, mostrando o anel da arilsulfoniluréia e os 

grupos substituintes da clorpropamida (CL, representada por A), gliclazida (GZ, representada 
por B), glimepirida (GM representada por C) e glibenclamida (GB, representada por D). 

 

De uma forma geral, todas as sulfonilureias tem praticamente a mesma eficácia, mas 

se diferem, principalmente, nas suas características farmacocinéticas11. As antigas 

sulfoniluréias (CL e tolbutamida), comparativamente à dieta isolada, são eficazes, 

mas são responsáveis por maiores índices de hipoglicemia e ganho de peso. As 

novas sulfoniluréias (GZ, GM, GB, GLP), quando comparadas a placebos, melhoram 

os níveis de glicose após cerca de 13 semanas, sem aumentar a incidência de 

hipoglicemia. Entretanto, eventualmente podem causar aumento de peso nos seus 

usuários11.  

 

Apenas a GZ e a GB fazem parte da Relação Nacional de Medicamentos Essenciais 

e, portanto, estão disponíveis no Sistema Único de Saúde12. Elas possuem eficácia, 

toxicidade e farmacocinética semelhantes2. Entretando, a hipoglicemia é mais 

frequente nos pacientes, principalmente idosos, em uso da GB do que de GZ11.  

 

As propriedades físico-químicas das sulfoniluréias também são semelhantes. Elas 

são moléculas muito mais solúveis em solventes menos polares (como metanol e 

acetonitrila) do que em água. CL, por exemplo, é solúvel em água em pH 6 (2,2 mg 

mL-1), porém é praticamente insolúvel em água em pH 7,3. Por outro lado, CL é 
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moderadamente solúvel em clorofórmio e pouco solúvel em éter e benzeno. 

Similarmente, GB é pouco solúvel em água, mas é solúvel em solventes orgânicos13.  

 

As sulfoniluréias CL, GZ, GM e GB apresentam valores de coeficiente de partição 

octanol/água relativamente altos (log P: 2,27 para CL, 2,6 para GZ, 3,5 para GM e 

4,7 para GB). Por conseguinte, são moléculas apolares e tem afinidade por 

sorventes de cromatografia em fase reversa (C8 e C18, por exemplo)14.  

 

Todas possuem valor de pKa próximo a 5,0 (CL 4,71, GZ 6,07, GM 5,1, GB 5,11)15. 

Outra semelhança são seus espectros de absorção em ultravioleta (UV). Pico de 

absorção em UV próximo a 230 nm pode ser observado para CL, GZ, GM e GB16. 

 

As concentrações plasmáticas máximas (Cmax) das sulfoniluréias GM e GB são 

inferiores àquelas da CL e GZ quando se administram doses usuais de cada 

fármaco. 

 

Bakare et al. (1994) e Odunola et al. (2007) obtiveram resultados de Cmax para a CL 

de 30.640±3.200 ng mL-1 após a administração de 250 mg e em um tempo máximo 

(tmax) de cerca de 1,26 h17,18. Conforme descrito no livro Clarke’s (2004), a 

concentração terapêutica usual em plasma humano e a dose da CL são, 

respectivamente, 30.000 – 250.000 ng mL-1 e 100 – 500 mg por dia16. 

 

Para a GZ, Kim et al. (2003) relataram Cmax de 4690±1380 ng mL-1 após 

administração de comprimido contendo 80 mg de GZ. O tmax foi de 3,45±1,11 h19. 

Nesse mesmo trabalho são apresentados resultados de outro estudo (Glowka et al., 

1998), em que após administração da mesma dose de GZ foram encontrados 

valores semelhantes de Cmax de 4560±630 ng mL-1 e tmax de 4,10±0,44 h19,20. Em 

outras referências, os valores para Cmax são diferentes, porém muito próximos. 

Concentrações plasmáticas de 700 a 4900 ng mL-1 após 4 h da administração de 

dose única de 80 mg podem ser encontradas. A dose usual diária da GZ é de 40 a 

320 mg16. 

 

Pistos et al. (2005) observaram uma Cmax média de 241,45 ng mL-1 e tmax de 2,92 h 

após administração de um comprimido contendo 4 mg de GM21. No livro Clarke’s 
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(2004) é descrito que, após 2,1 h da administração de 4 mg de GM, pode ser 

encontrado cerca de 307,8 ng mL-1 do fármaco no plasma humano. A dose indicada 

de GM é de até 4 mg por dia16. 

 

No caso da GB, a concentração plasmática após administração de uma única dose 

de 5 mg do fármaco, no estudo de Niopas et al. (2002), foi igual a 167,7±63,4 ng  

mL-1. O tmax encontrado foi de 3,6±2,3 h22. Tais resultados estão de acordo com o 

descrito em Clarke’s (2004), no qual é relatado que após 3 h da administração de 

dose única de 5 mg de GB, concentrações plasmáticas entre 170 – 360 ng mL-1 

podem ser obtidas. A dose usual da GB é de 5 a 15 mg por dia16. 

 

2.2 Determinação de fármacos em fluidos biológicos e o preparo de amostra 

 

A determinação de fármacos em fluidos biológicos é fundamental no atual estágio de 

desenvolvimento de novos medicamentos. Estudos farmacocinéticos, necessários 

na avaliação do comportamento de um novo fármaco no organismo, demandam a 

utilização de métodos analíticos confiáveis. A comparação da liberação de fármacos 

no organismo por diferentes formas farmacêuticas, bem como a introdução de novos 

sistemas, como o de liberação transdérmica, também tornam necessária a utilização 

de métodos adequados. Além disso, métodos com boa detectabilidade são 

imprescindíveis na monitorização terapêutica, um procedimento muito comum para 

acompanhamento dos níveis plasmáticos de fármacos com baixo índice terapêutico. 

Ademais, técnicas analíticas confiáveis são exigidas em estudos de bioequivalência, 

nos quais se verifica a intercambialidade entre medicamentos referência, genéricos 

e similares3. 

 

No entanto, a análise de fármacos e de seus metabólitos em amostras complexas, 

tais como plasma, urina, tecidos e leite apresenta algumas dificuldades, tendo em 

vista a complexidade destas matrizes. Uma grande diversidade de interferentes 

endógenos está presente, por exemplo, proteínas em plasma, soro, tecidos e leite e 

sais inorgânicos em urina23. O soro e plasma contêm, por exemplo, 

aproximadamente 10.000 proteínas diferentes em uma concentração de 6 a 8 g dL-1, 

cerca de 3 mg mL-1 de sódio, 0,2 mg mL-1 de potássio, 15 a 38,5 mg dL-1 de ureia, 

dentre outras substâncias24. Além disso, a dificuldade de extração em matrizes 
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complexas se deve à baixa concentração na qual frequentemente são encontrados 

os analitos de interesse23. Desse modo, é necessário utilizar técnicas de extração 

que permitam a obtenção de amostras limpas e concentradas. Da mesma forma, é 

fundamental que a análise empregue técnicas de separação e detecção que tornem 

possível a identificação e quantificação dos analitos mesmo em concentrações 

reduzidas. 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência é a técnica analítica mais utilizada para a 

determinação de fármacos em insumos farmacêuticos, medicamentos e fluidos 

biológicos, por ser versátil e exigir, apenas a solubilização do analito na fase móvel. 

No entanto, quando matrizes complexas são utilizadas, é necessário um tratamento 

prévio das amostras, para remoção dos potenciais interferentes presentes. Caso 

contrário, macromoléculas endógenas podem ser retidas e até obstruir as colunas 

analíticas, ocasionando redução da vida útil do sistema cromatográfico. Além disso, 

para permitir uma adequada separação cromatográfica e detecção, durante a etapa 

de extração a amostra deve idealmente ser concentrada, diluída em solvente de 

força adequada e ajustada a um pH compatível com o sistema cromatográfico24. 

 

Com o preparo de amostras objetiva-se extrair o analito da matriz, remover 

potenciais interferentes, aumentar a concentração do analito e favorecer a 

detectabilidade, de modo a desenvolver um método robusto e reprodutível, que seja 

independente de variações na matriz24. Várias técnicas têm sido empregadas 

buscando-se atingir estes objetivos. No entanto, ainda não há uma técnica que 

possua todas as características necessárias. De acordo com dados da literatura, 

61% do tempo gasto e 30% dos erros introduzidos em uma análise correspondem à 

etapa de preparo de amostras4. Dessa forma, o preparo de amostra apresenta 

grande impacto na qualidade da análise e no seu custo24.  

 

As técnicas mais utilizadas para o preparo de amostras biológicas continuam sendo: 

a precipitação de proteínas (PP, do inglês protein precipitation) e a extração líquido-

líquido (LLE, do inglês liquid-liquid extraction). Estas técnicas são muito laboriosas, 

têm alto consumo de solventes orgânicos e, além disso, expõem os analistas ao 

contato rotineiro com estes solventes e com material biológico25. A extração em fase 

sólida (SPE, do inglês solid-phase extraction) apresenta algumas vantagens em 
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relação às técnicas citadas anteriormente, pois necessita de menor volume de 

solventes e permite melhor remoção de interferentes em matrizes complexas, com 

consequente isolamento do analito de interesse26. 

 

2.2.1 Técnicas convencionais 

 

2.2.1.1 Extração líquido-líquido 

 

A LLE baseia-se na solubilidade relativa das substâncias presentes na amostra em 

dois líquidos imiscíveis. É uma técnica simples e de fácil execução, necessitando 

apenas de solventes puros (disponíveis comercialmente) e funil de separação ou 

tubos de centrífuga. Em geral, os analitos estão presentes em uma matriz líquida 

aquosa, à qual é adicionado um solvente orgânico imiscível com a água. Ocorre 

então a partição do soluto entre os dois solventes26,27. Quanto maior for a afinidade 

do analito pelo solvente de extração, que geralmente corresponde à fase orgânica, 

maior será a extração. Além disso, a eficácia do processo dependerá da proporção 

das fases e do número de extrações28.   

 

Em algumas situações o ajuste do pH é um fator importante para aumentar a 

afinidade do analito pelo solvente de extração com consequente aumento da sua 

recuperação. Isso acontece porque, ao alterar o pH, pode-se prevenir a ionização de 

ácidos ou bases. A adição de sais inorgânicos à mistura dos solventes também é 

uma alternativa que favorece a extração dos analitos na medida que facilita a 

separação entre as fases. Além disso, a adição de sais neutros é um recurso útil na 

extração de solutos não-polares imiscíveis em solventes orgânicos, uma vez que 

diminui a solubilidade desses solutos não-polares na fase aquosa. Outra forma de 

aumentar a extração dos analitos é proporcionar a formação de complexos 

lipossolúveis com o uso de par iônicos (quando os analitos são solutos ionizáveis) 

ou agentes quelantes (quando os analitos são metais)27,28,29. 

 

O procedimento de preparo de amostra por LLE apresenta desvantagens 

consideráveis como a necessidade de utilização de grandes volumes de amostra e 

de solventes, que aumenta a geração de resíduos tóxicos e a exposição do analista 

a materiais com risco biológico e químico (solventes tóxicos e inflamáveis). Além 
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disso, a técnica envolve um grande número de etapas, o que torna o processo 

demorado e aumenta a probabilidade de erros. Ademais, a LLE é uma técnica de 

baixa seletividade, por meio da qual, dificilmente, consegui-se retirar a maioria dos 

interferentes, o que causa efeitos de matriz em sistemas com detecção por 

espectrometria de massas. Em geral, a recuperação dos analitos pelo emprego da 

LLE é baixa e variável, principalmente quando se trata de analitos polares. Para 

evitar a adição de interferentes devem ser utilizados solventes ultrapuros, o que 

pode encarecer o processo. Em adição, pode ocorrer a formação de emulsões, o 

que torna a extração mais lenta e tediosa. Outras desvantagens são a possibilidade 

de adsorção dos analitos à vidraria, a decomposição de compostos instáveis 

termicamente durante a etapa de pré-concentração e a dificuldade de automação do 

processo28.  

 

2.2.1.2 Precipitação de proteínas 

 

A PP é uma técnica convencional muito empregada no preparo de amostra devido à 

sua simplicidade. Essa técnica tem como fundamento a desnaturação das proteínas 

da matriz biológica na presença de altas temperaturas, solventes orgânicos 

(acetonitrila ou metanol, dentre outros), sais, ácidos ou bases fortes27. Os ácidos e 

bases desnaturam a proteína ao alterar seu estado de ionização. Os sais, por sua 

vez, reduzem a hidratação das moléculas, tornando-as menos solúveis. Os 

solventes orgânicos interferem tanto nas interações hidrofóbicas intramoleculares 

das proteínas quanto reduzem sua hidratação24.  

 

Após a desnaturação das proteínas, a amostra é agitada e centrifugada para 

separação das fases, sendo o sobrenadante utilizado na quantificação da(s) 

substância(s) de interesse. Essa técnica é, demorada, por necessitar de várias 

etapas, além de grandes volumes de amostra e solventes27.  

 

2.2.1.3 Extração em fase sólida 

 

A extração em fase sólida (SPE, do inglês solid-phase extraction) é uma técnica de 

separação líquido-sólido consagrada. A SPE emprega sorventes empacotados em 

discos ou em cartuchos (nas formas de cilindro ou seringa, que são fixados entre 2 
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filtros microporosos)26,28,30. Usualmente o cartucho é constituído de fases 

estacionárias semelhantes às empregadas em cromatografia líquida de baixa 

pressão (sendo comumente usados sorventes de fase reversa), portanto, os 

mecanismos de separação em SPE são os mesmos da cromatografia líquida26. O 

principal mecanismo cromatográfico envolvido consiste na partição do analito entre a 

fase estacionária (sorvente) e a fase móvel (matriz da amostra diluída em um 

tampão com fraca força de eluição), onde os analitos que tiverem mais forte 

interação intermolecular (seja ela do tipo ligação de hidrogênio, dipolo-dipolo, 

interação iônica e/ou força de van der Waals) com o sorvente serão os mais 

retidos30. 

 

Os cartuchos podem conter entre 50 a 500 mg de material sorvente e o tamanho da 

partícula varia entre 40 a 60 µm28. A fase estacionária pode ser carvão ativado, 

alumina, sílica gel, silicato de magnésio (florisil), fases quimicamente ligadas, como 

octadecilsilano (C18) e polímeros (Tabela 1). Ademais, para aumentar a seletividade 

da extração, vários desses sorventes podem ser combinados em um único 

cartucho27,28. Devido a essa grande gama de fases estacionárias disponíveis 

comercialmente a técnica é aplicável na determinação de analitos com diversas 

estruturas químicas e polaridades. Atualmente, têm sido pesquisados novos 

sorventes que permitam maior eficiência de extração, inclusive de analitos muito 

polares a partir de matrizes aquosas. Novas fases estacionárias como imuno-

sorventes classe-seletivos (ISPEs do inglês class-selective immuno-sorbents) e 

polímeros molecularmente impressos (MIPs do inglês molecularly imprinted 

polymers) tem sido sintetizados visando aumentar a seletividade durante a extração 

e, consequentemente, simplificar as etapas de limpeza e detecção31. 

 

O procedimento de extração constitui-se, basicamente, das seguintes etapas: (a) 

ativação e condicionamento do sorvente com solvente adequado; (b) aplicação da 

amostra, para a extração dos analitos e de alguns interferentes; (c) limpeza do 

cartucho para remoção de interferentes menos retidos que o analito; e (d) eluição, 

ou dessorção dos analitos do sorvente28. 
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Tabela 1 – Exemplos de sorventes utilizados em SPE e respectiva matriz para a qual são 

aplicados [Li et al. 2006]
30

. 

Sorvente Matriz da amostra 

Não-polar: C18, C8, C6, C4, C2, PH, CH, CN Aquosa 

Polar: CN, Si, NH2, 2OH Não-polar 

Troca catiônica: SCX, PRS, CBA Aquosa 

Troca aniônica: SAX, NH2, PSA, DEA Aquosa 

Misturas: C8 + SCX, C8 + SAX, Oasis HLB* Aquosa 

 __________________________ 

 * Fabricado por Waters (Milford, USA). 

 

A SPE é uma técnica que permite alta recuperação dos analitos. Contudo, 

geralmente, necessita de grandes volumes de amostra e solvente(s). O uso de 

grandes volumes de solventes na etapa de dessorção pode levar à diluição da 

amostra e, consequentemente, à necessidade de etapas adicionais como a 

evaporação do solvente e reconstituição do resíduo em menor volume de 

solvente(s). Nessa situação o tempo de análise e custo serão aumentados32. Outra 

desvantagem é que cerca de 100 mg ou mais de material sorvente são normalmente 

empregados em SPE. A maior quantidade de fase sólida associada à maior 

quantidade de amostra poderia provocar efeitos residuais, e, portanto, a reutilização 

dos cartuchos em SPE não é recomendada. Como consequência, tem-se o aumento 

do custo por análise33,34. 

 

2.2.2 Técnicas modernas 

 

O desenvolvimento de novas técnicas para extração em matrizes complexas tem 

caminhado no sentido da redução do consumo de amostras e de solventes, a fim de 

se evitar, ao máximo, a produção de resíduos tóxicos que podem ser prejudiciais 

tanto ao meio ambiente, quanto à saúde humana. O menor consumo de amostras e 

de solventes também reduz a exposição do analista. Para atender a essa demanda 

da química verde, têm sido desenvolvidas e pesquisadas diversas técnicas 

miniaturizadas.  

 

Atualmente, se tem buscado novas fases estacionárias que possam aumentar a 

recuperação das substâncias de interesse, geralmente presentes em concentrações 
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muito baixas em amostras biológicas, e principalmente, objetivando aumentar a 

seletividade do processo de extração. Uma técnica de extração em matriz complexa 

seletiva é capaz de eliminar de forma mais eficiente os interferentes da análise, e 

com isso, permitir um aumento na vida útil do sistema cromatográfico.  

 

Outra tendência moderna é a automatização das técnicas de preparo de amostras, 

que objetivam eliminar erros humanos de manipulação, diminuir o tempo de 

assistência do analista durante a análise e, consequentemente, o risco de contato 

com substâncias prejudiciais à saúde, além de reduzir o tempo de análise28. 

 

2.2.2.1 Microextração em fase sólida 

 

Na microextração em fase sólida (SPME, do inglês solid-phase microextraction) uma 

fibra ótica de sílica fundida, recoberta com um filme fino de um sorvente sólido 

constitui a fase extratora. Essa fibra é acondicionada dentro da agulha de uma 

microseringa para a extração dos analitos, conforme Figura 2. A extração em SPME 

é baseada no princípio cromatográfico de partição entre gás-líquido ou líquido-

líquido. Essa partição entre a fase estacionária da fibra e a amostra ocorre até que o 

equilíbrio seja atingido35. Inúmeros parâmetros podem impactar na eficiência da 

extração e, portanto, devem ser otimizados, dentre os quais pode-se destacar o tipo 

de fibra utilizado, a espessura do filme, a agitação da amostra, o tempo e 

temperatura de extração, volume de solvente orgânico utilizado, pH e a força iônica 

dos analitos da amostra 3,36,37. 

 

Durante o procedimento de análise, a fibra pode ser apropriadamente posicionada 

acima da amostra ou ser mergulhada na solução da amostra. No primeiro caso, tem-

se a chamada técnica headspace, na qual a amostra é aquecida e as substâncias 

voláteis são adsorvidas na fibra ótica que é posta em contato com o vapor da 

amostra. Após a extração, os analitos presentes na fibra são geralmente 

dessorvidos termicamente pela sua introdução no injetor aquecido de um 

cromatógrafo a gás. No segundo caso, a fibra é imersa na amostra, mantida sob 

agitação por tempo determinado para que a extração ocorra. Usualmente, os 

analitos são concentrados por 2 a 15 min e em seguida a agulha é recolhida para 
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dentro da seringa. Os analitos são então dessorvidos pelo eluente, que geramente 

consiste na própria fase móvel usada na separação cromatográfica28. 

 
Figura 2- Fibra ótica de sílica fundida montada na ponta 

da agulha acoplada à seringa para ser utilizada em SPME 
 [Vas e Vekey, 2004]

36
. 

 

 

A técnica é aplicável principalmente às substâncias orgânicas voláteis e semi-

voláteis e termicamente estáveis, sendo essas dessorvidas e determinadas por 

cromatografia gasosa28. A análise por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE, 

ou HPLC do inglês high performance liquid chromatography), normalmente com 

detecção por espectrometria de massas (MS), é utilizada quando os analitos são 

pouco voláteis ou são termolábeis. Uma câmara de dessorção especial (amostrador) 

pode ser utilizada para a remoção dos analitos antes da separação cromatográfica. 

Nesse caso, a própria fase móvel é, em geral, empregada como eluente e os 

analitos são transferidos diretamente para a coluna cromatográfica36. Esse processo 

automatizado da SPME é denominado SPME online31.  

 

A utilização da SPME no preparo de amostra permite o desenvolvimento de métodos 

mais práticos e rápidos do que aqueles em que utilizam-se a LLE e a PP. Na SPME, 

os analitos são absorvidos/adsorvidos na fibra e concentrados ao mesmo tempo, 
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consistindo em uma única etapa. Essa concentração é vantajosa, para a detecção 

posterior dos analitos. Além disso, ao usar a SPME obtêm-se extratos mais limpos e 

não há consumo de solventes na etapa de dessorção36. Entretanto, as opções de 

fases estacionárias disponíveis comercialmente são limitadas e as fibras podem ser 

rompidas ou perder o revestimento à medida que são utilizadas. Ademais, o 

processo de produção das fibras leva a uma grande variação lote a lote, o que 

compromete a reprodutibilidade e robustez dos métodos analíticos35. 

 

2.2.2.2 Microextração em sorvente empacotado 

 

Uma nova abordagem, denominada MEPS, foi recentemente desenvolvida por 

Abdel-Rehim5. A MEPS é uma técnica de extração em fase sólida que pode ser 

conectada ao cromatógrafo a gás ou a líquido sem modificações no equipamento. 

Esta técnica é uma miniaturização da SPE convencional. Ambas são eficientes na 

remoção de interferentes em matrizes complexas e no isolamento e na concentração 

de analitos. Entretanto, com a MEPS é possível reduzir a quantidade de reagentes e 

amostras, o tempo necessário por análise e o número de etapas. Além disso, o 

dispositivo de MEPS pode ser reutilizado de 40 a 100 vezes para amostras de 

plasma, enquanto que, na SPE convencional, o cartucho de extração é utilizado uma 

única vez. Dessa forma, esta técnica moderna representa uma alternativa eficiente e 

de custo reduzido em relação às técnicas convencionais, aplicável mesmo a 

pequenas quantidades de amostra38. 

 

A técnica MEPS apresenta grande flexibilidade por permitir a análise de compostos 

polares, apolares, neutros e iônicos em decorrência da variedade de fases 

estacionárias disponíveis comercialmente: fases normal (sílica), reversa (C2, C8 e 

C18), de troca iônica (aniônica e catiônica) e modo misto (C8 associado a troca 

catiônica). Além destas, foram descritas na literatura fases com meios de acesso 

restrito, interação hidrofílica, carbono, copolímero de poliestireno-divinilbenzeno, 

MIPs ou sorvente orgânico monolítico38,39.  

 

Outra vantagem é que esta técnica possibilita a utilização de amostrador automático 

do tipo CTC PAL (Crelab, Knivsta, Suécia). Nessa situação, após o procedimento de 

limpeza, a amostra é diretamente introduzida no equipamento onde ocorrerá a 
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separação e detecção dos analitos. Para acelerar o procedimento, o sistema pode 

ser ajustado de modo que a etapa de extração pelo MEPS seja realizada 

simultaneamente à análise em cromatógrafo a líquido acoplado a detector por 

espectrometria de massas (LC-MS/MS do inglês liquid chromatography tandem 

mass spectrometry), ou seja, à medida que uma amostra é extraída a amostra 

anterior é analisada no cromatógrafo39. 

 

A extração por MEPS segue o mesmo princípio da SPE, sendo a principal diferença 

entre as técnicas o dispositivo utilizado. Ao contrário do aparato da SPE, o aparato 

da MEPS pode conter apenas cerca de 1 ou 2 mg de material sorvente, 

acondicionado em um cartucho com filtros de polietileno em ambos os lados, o qual 

está inserido em uma agulha fixa no corpo da seringa (Figura 3)40. 

 

Figura 3 – Dispositivo utilizado em MEPS destacando o cartucho de microextração  
inserido na agulha [Abdel-Rehim, 2010]

38
. 

 

A pequena quantidade de material sorvente inserido no cartucho possibilita a 

utilização de apenas poucos microlitros de amostra e solventes por análise, 

enquanto que em SPE são necessários volumes da ordem de mililitros. O volume de 

amostra empregado em MEPS pode variar de 10 µL a volumes relativamente 

grandes, como 1000 µL38. Além disso, a menor quantidade de material sorvente 

proporciona maior eficácia na lavagem do cartucho com pequena quantidade de 

solvente. Assim, o efeito residual entre as extrações pode ser eliminado32. Esta 

técnica também possibilita a concentração de amostras diluídas, pela realização de 

agulha

amostra

anel de vedação

cartucho com material 
de empacotamento

para o corpo da seringa

frits

selo de vedação
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vários ciclos das etapas de aspiração e ejeção. Outra vantagem importante da 

MEPS é a redução do tempo de análise de amostras em matrizes biológicas, uma 

vez que a etapa mais demorada do processo analítico, o preparo da amostra, é 

simplificada38. Na extração com MEPS, por exemplo, não são necessárias as etapas 

de evaporação de solventes e transferência da amostra. O menor número de etapas, 

além de reduzir o tempo de análise, evita a perda do analito e favorece a 

reprodutibilidade do processo.    

 

As etapas do processo de preparo de amostra em MEPS são também semelhantes 

às da técnica SPE (Figura 4). A principal diferença é que o sorvente do MEPS 

precisa ser limpo e recondicionado antes de sua reutilização na extração seguinte, 

enquanto o cartucho SPE é descartado após as quatro etapas básicas do 

procedimento. 

 

Durante o desenvolvimento de método de extração utilizando MEPS é importante 

que as variáveis sejam otimizadas objetivando obter adequada eficiência de 

extração e limpeza da amostra. Vários testes podem ser necessários devido ao 

grande número de parâmetros envolvidos no processo, acarretando em considerável 

consumo de solventes, amostra, tempo, custo, e ademais, comprometendo a 

simplicidade, rapidez e economia de materiais anteriormente referidos. Dessa forma, 

verificou-se em alguns trabalhos que um planejamento experimental tem sido 

utilizado na otimização da etapa de extração41. Com o objetivo de avaliar 

simultaneamente vários dos parâmetros que afetam a recuperação dos analitos pela 

técnica MEPS, Magiera et al. (2013), empregaram um planejamento experimental do 

tipo Plackett-Burman na etapa de otimização de método para análise de fármacos 

anti-inflamatórios não esferoidais em urina humana. Neste estudo, apenas 11 

experimentos foram realizados, enquanto que para um planejamento completo 128 

experimentos seriam necessários. Todos os parâmetros avaliados (natureza do 

sorvente, pH e volume da amostra, tipo e pH do eluente, volume de eluição, tempo 

para secagem do sorvente e solvente de lavagem) foram significativos. Os autores 

ressaltaram que a aplicação do planejamento experimental foi útil na redução do 

número de experimentos necessários para otimização e que o uso de MEPS na 

etapa de preparo de amostra permitiu o desenvolvimento de um método prático e 

rápido, em que necessitam-se de apenas 20 µL de amostra41. 
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Figura 4 – Procedimento ilustrativo de preparo de amostra  

utilizando a técnica MEPS evidenciando as etapas e  
suas ações [Abdel-Rehim, 2004]

5
. 

 

 
Recentemente, um método utilizando MEPS (sorvente C8) na etapa de extração foi 

descrito por Vickova et al. (2011) para a quantificação de atorvastatina e seus 

metabólitos em amostras de soro humano. No mesmo trabalho foi desenvolvido um 

método utilizando SPE (sorvente C18) para o preparo da amostra. 

Comparativamente, foram necessários apenas 50 µL de amostra para análise por 

MEPS, enquanto que por SPE o volume foi cerca de 20 vezes maior. Conforme 

relato dos autores, a técnica MEPS mostrou-se mais rápida do que a SPE, 

necessitando somente 7 min para extração dos analitos a partir de soro humano. 

Outra vantagem mencionada em relação à técnica SPE foi a possibilidade de 

reutilização do cartucho MEPS, uma vez que em SPE essa reutilização não é 

recomendada pelo fabricante. Relatou-se neste estudo que o cartucho MEPS foi 

reutilizado por 30 vezes sem perda de eficiência de extração e sem que fosse 

observado efeito residual. Entretanto, Vickova et al. (2011) apontaram algumas 

desvantagens do MEPS, todas elas relacionadas a sua utilização offline. Segundo 

eles, as desvantagens da técnica MEPS offline são necessidade de uso de inserts 

(disponíveis comercialmente em volumes relativamente altos, maior ou igual a 100 

µL), menor precisão na medida dos volumes e na velocidade dos ciclos de 

aspiração/ejeção, de modo que a qualificação do analista é essencial para permitir a 

repetibilidade dos resultados de recuperação dos analitos. Como solução para esses 
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problemas de precisão, os autores sugerem o uso de volumes superiores a 50 µL. 

Ainda na comparação das técnicas, os autores apontam que existe uma menor 

gama de sorventes disponíveis comercialmente para o MEPS do que para SPE 

tradicional42. 

 

Em 2012, Rani et al. desenvolveram e validaram um método para detecção de 

fármacos antiepiléticos em plasma humano e urina usando MEPS C18 e 

cromatógrafo a líquido acoplado a detector ultravioleta (LC-UV do inglês liquid 

chromatography with ultraviolet detection). Neste método foi necessário apenas 1 

mL de amostra, enquanto o uso de SPE demandou cerca de 10 mL. O tempo de 

extração também atendeu às expectativas, e ocorreu em 1,5 min obtendo-se boa 

recuperação dos analitos (88,5% a 99,3%). Rani et al. observaram que apenas 35 

µL de eluente eram suficientes para obter recuperação adequada e que o aumento 

desse volume para 50 µL, além de não aumentar a recuperação, abaixava a 

sensibilidade do método. Os autores ainda avaliaram o solvente de lavagem e o 

número de ciclos de aspiração/ejeção da amostra. Oservou-se  que o uso da mistura 

água e metanol na etapa de lavagem do sorvente diminuía a recuperação dos 

fármacos e que 50 µL de água eram suficientes para obtenção dos extratos limpos. 

Com relação ao número de ciclos na extração, afirmaram que a recuperação é tanto 

maior quanto maior for o número de ciclos e fixaram o número de 10 ciclos33. 

 

Em 2004, Abdel-Rehim et al. desenvolveram um método para determinação de 

olomoucina em plasma humano usando apenas 1 mg de polímero de poliestireno 

como sorvente. Somente 50 µL de plasma fortificado e cerca de 35 µL de metanol 

foram gastos em todo o procedimento de extração. A seringa MEPS foi conectada a 

um amostrador, o que possibilitou o ajuste da velocidade dos ciclos de 

aspiração/ejeção da amostra. Segundo estes autores, os ciclos devem ocorrer de 

forma lenta para permitir adequada eluição da amostra, e, portanto, optaram por 20 

µL s-1. Após a extração, a amostra foi injetada diretamente em LC-MS/MS. Além 

disso, na validação do método desenvolvido por Abdel-Rehim et al. (2004) não se 

observou interferente algum na região de interesse43.  

 

Em outro trabalho publicado em 2006, Abdel-Rehim e Dahlgren usaram 

metilcianopropil e silarilano (50:50) dissolvido em diclorometano na concentração de 



36 

 

 

1,5 mg mL-1 no preparo do revestimento polimérico da sílica do cartucho do MEPS. 

O resultado final foi um sorvente constituído de sílica revestida com polímero de 

metilcianopropil e silarilano. O MEPS foi então utilizado na extração de ropivacaína 

em plasma humano, sendo necessários apenas 10 µL de amostra e 10 µL de água 

na lavagem do sorvente para retirada de interferentes. Na etapa de dessorção foram 

utilizados 20 µL de mistura de acetonitrila e água (50:50) ou 10 µL de acetonitrila. No 

primeiro caso, os analitos foram quantificados por LC-MS/MS, e no segundo a 

separação/detecção dos analitos ocorreu por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas44.  

 

Outro formato de MEPS, que incorpora uma válvula no corpo da seringa permitindo 

que a direção do fluxo do líquido seja manipulada, foi recentemente divulgado32. 

Nesse estudo a incorporação de duas válvulas permitiu um fluxo independente de 

eluente e amostra. Como resultado, menor efeito residual da codeína foi observado 

quando comparado com o MEPS convencional. Desta forma, não foram necessários 

muitos ciclos de aspiração/ejeção na etapa de lavagem do cartucho antes de sua 

reutilização, e assim, o consumo de solventes e, principalmente, o tempo para o 

preparo da amostra foram menores. Durante a análise de cada amostra, apenas 

cerca de 5 min foram gastos na etapa de extração. Ademais, o novo formato MEPS 

aumentou a sensibilidade do método, uma vez que os analitos foram 

suficientemente dessorvidos em baixo volume de eluente. Segundo Candish e 

colaboradores, com este novo dispositivo a necessidade de otimização do volume 

do eluente foi eliminada32.  

 

Diversos outros trabalhos empregando MEPS na etapa de preparo de amostras 

biológicas (urina, saliva, plasma humanos) têm sido descritos na literatura (Tabela 

2). Conforme pode-se observar a fase reversa tem sido amplamente empregada em 

MEPS e em análises de fármacos em plasma humano. Além disso, a técnica MEPS 

possibilita baixo consumo de amostra, adequada recuperação dos analitos e baixos 

limites inferiores de quantificação (LIQ). 
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Tabela 2 – Métodos para quantificação de analitos em amostras biológicas preparadas pela técnica MEPS. 

Analitos 
Sorvente 

(mg) 

Amostra, 

Volume (µL) 

Resultados 

Referência Recuperação 

(%) 
LIQ (µg mL-1) 

Clorpromazina (CPZ), haloperidol 

(HAL), ciamemazina (CYA), quetiapina 

(QTP), clozapina (CLOZ), olanzapina 

(OLZ), levomepromazina (LVMP) 

80% C8 e 

20% SCX 

4  

Plasma, 

250 
62,0 – 92,0 

0,0008 (OLZ) 

0,001 (CPZ e CLOZ) 

0,004 (LVMP, QTP e 

CYA) 

0,006 (HAL) 

Fonseca et 

al. 201345 

Amiodarona (AM), desetilamiodarona 

(DES) 

C18 

4  

Plasma, 

100 

64,7 – 68,2 (AM) 

58,6 – 62,3 

(DES) 

0,1 

Rodrigues 

et al. 

201346 

Oxcarbamazepina, carbamazepina, 

fenitoína, alprazolam 

C18 

4  

Plasma 

1000  
89,9 a 99,4  0,0001  

Rani et al. 

201247 

Risperidona (RISP), 9-

hidroxirisperidona (9OHR) 
C8 

Plasma e saliva, 

100 
>90,0 

0,002 (RISP), 

0,003 (9OHR) Mandrioli et 

al. 201148 
Urina, 

100 

0,004 (RISP), 

0,006 (9OHR) 

/continua 
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Tabela 2 (Continuação e conclusão) 

Analitos 

 
Amostra, 

volume (µL) 

Resultados 

Referência Sorvente 

(mg) 

Recuperação 

(%) 
LIQ (µg mL-1) 

Metadona (MTD), buprenorfina (BPN), 

norbuorenorfina (N-BPN), naloxona 

(NLX) 

C8 

4  

Plasma, 

100 
>85,0 

0,00025 (BPN e N-BPN) 

0,003 (MTD) 

0,00013 (NLX) 

Somaini et 

al. 201149 

Citalopram (CIT), mirtazapina (MIR), 

paroxetina (PAR), fluoxetina (FLU), 

sertralina (SER) 

C8 e SCX  

2  

Plasma, 

400 
- 

0,025 (MIR) 

0,010 (CIT e SER) 

0,020 (PAR e FLU) 

Chaves et 

al. 201050 

Oxcarbazepina (OX) e seus 

metabólitos (MET) 

C18 

4  

Plasma, 

50 
>86,5 

0,050 (OX) 

0,125 (MET) 

Saracino et 

al. 201051 

Lidocaína (LID), mepivacaína (MEP), 

bupivacaína (BUP) 

C18 

4  

Plasma, 

200 

42,4 - 49,6  (LID 

livre) 

78,4 - 80,2  (MEP 

livre) 

20,0 - 24,5  (BUP 

livre) 

0,01 (fármacos livres) 

0,001 (total) 

Morales-

Cid et al. 

200952 

Ciclosfosfamida 
- Plasma, 250 - 5 (LC-UV) Said et al. 

200853 C2 Plasma, 50 - 0,5 (LC-MS/MS) 
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2.2.3 Determinação de fármacos antidiabéticos orais em plasma humano 

 

Na literatura, há relatos de vários métodos para a quantificação de fármacos 

antidiabéticos orais em plasma humano (Tabela 3), todos empregando técnicas 

convencionais de preparo de amostras (PP, LLE e SPE) e detecção principalmente  

por LC-UV.  

 

Como exemplos de solventes para extração em LLE, citam-se diclorometano17,54,55, 

mistura de diclorometano e álcool isoamílico56, dietil éter57 e mistura de dietil éter e 

hexano (80:20)58. A acetonitrila tem sido o solvente mais utilizado como agente 

precipitante na extração por PP59,60,61,62,63. Em poucos estudos relatou-se o emprego 

de SPE para o preparo de amostra de plasma humano contendo os antidiabéticos 

orais CL, GZ e GM. Entretanto, Lakshmi et al. (2011) e Kundlik et al. (2012), 

utilizaram cartuchos SPE Oasis HLB empacotados com sorventes de fase 

reversa64,65.  
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Tabela 3 - Métodos para quantificação de fármacos antidiabéticos orais (clorpropamida, CL; gliclazida, GZ, e glimepirida, GM) em plasma 

humano preparado por diferentes técnicas. 

Analitos 

Técnica de 

preparo de 

amostra 

Faixa  

(ng mL-1) 

Volume 

de 

amostra 

(mL) 

Método 

analítico 

Resultados 

Referência Recuperação 

(%) 

LIQ  

(µg mL-1) 

CL PP 2000 – 40000 1 LC-UV - 2 
Danlami et 

al. 201166 

CL LLE 0 – 40000 0,5 LC-UV - - 
Bakare et 

al. 200854 

CL LLE 1000 – 50000 0,5 LC-UV 98,9 1 
Odunola et 

al. 200718 

CL LLE 0 – 50000 1 LC-UV 99,2 5 
Chua et al. 

199855 

CL LLE 1000 – 50000 0,5 LC-UV 95,8 1 
Bakare et 

al. 199417 

GZ 
PP 

microLLE 
200 – 10000 0,010 

Capilar 

LC-MS/MS 

MALDI-

TOF MS 

100,0 0,2 
Feng et al. 

200967 

/continua 
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Tabela 3 (Continuação) 

Analitos 

Técnica de 

preparo de 

amostra 

Faixa  

(ng mL-1) 

Volume 

de 

amostra 

(mL) 

Método 

analítico 

Resultados 

Referência Recuperação 

(%) 

LIQ  

(µg mL-1) 

Benazepril (BEN), GZ 

e valsartan (VAL) 
PP 

10 – 2000 (BEN e 

GZ)  

100 – 20000 

(VAL) 

0,1 LC-MS/MS > 90,0 

0,002 (BEN e 

GZ) 

0,020 (VAL) 

Hu et al. 

200968 

GZ LLE 20 – 10000 0,2 LC-MS/MS > 84,0 0,020 
Mendes et 

al. 200758 

GZ PP 10 – 5000 0,45 LC-UV 94,9 0,010 
Foroutan et 

al. 200660 

GZ LLE 2,5 – 2000 0,2 LC-MS/MS 97,9 0,0025 
Ling et al. 

200669 

GB, GZ, GLP, PIO, 

repaglinida (REP) e 

rosiglitazona (ROS) 

LLE 

100 – 100000 

(300 – 100000 

para GB) 

- LC-UV 

99,4 

 

 

0,1  

(0,3 para GB) 

Venkatesh 

et al. 

200670 
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Tabela 3 (Continuação) 

Analitos 

Técnica de 

preparo de 

amostra 

Faixa  

(ng mL-1) 

Volume 

de 

amostra 

(mL) 

Método 

analítico 

Resultados 

Referência Recuperação 

(%) 

LIQ  

(µg mL-1) 

MEF e GZ PP 

7,8 – 4678,9 

(MEF) 

10 – 10000 (GZ) 

0,2 LC-MS/MS 

71,0 a 83,6 

(MEF)  

88,1 a 104,0 

(GZ) 

0,0078 (MEF) 

0,010 (GZ) 

Zhong et al. 

200571 

GZ PP 0,05 – 4,00 µM 0,1 LC-ED > 99,1 50 nM 
Kuo et al. 

200561 

GZ PP 100 – 10000 0,5 LC-UV > 80,0 0,1 
Park et al. 

200472 

GZ PP - 0,5 LC-UV 92,5 0,20 
Najib et al. 

200273 

GZ LLE 100 – 12800 0,25 LC-UV - 0,1 
Poirier et 

al. 198774 

ROS e GM PP 

100 – 250 (ROS) 

125 – 12500 

(GM) 

1 LC-UV 
97,70 (ROS) 

98,10 (GM) 

0,1 (ROS) 

0,125 (GM) 

El-Enany et 

al. 201262 
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Tabela 3 (Continuação) 

Analitos 

Técnica de 

preparo de 

amostra 

Faixa  

(ng mL-1) 

Volume de 

amostra 

(mL) 

Método 

analítico 

Resultados 

Referência Recuperação 

(%) 

LIQ  

(µg mL-1) 
 

GM SPE 2,0 – 650,0 0,2 LC-MS/MS 81,9 0,002 
Kundlik et 

al. 201265 

ROS, PIO, GLP, GZ, 

REP, nateglinida 

(NGL), GB e GM 

SPE 50 - 2000 - LC-UV 75,5 a 84,5 

0,024 (ROS) 

0,036 (PIO) 

0,035 (GLP) 

0,030 (GZ)  

0,020 (REP) 

0,020 (NGL) 

0,040 (GB) 

0,038 (GM) 

Lakshmi, 

K.S. e 

Rajesh, T. 

201175 

GLP, ROS, PIO, GB e 

GM 
PP 100 – 100000 1 LC-UV 90,0 0,1 

Lakshmi, 

K.S. e 

Rajesh, T. 

201164 

GM PP 0,2 – 200 0,1 LC-MS/MS 84,7 0,0002 
Noh et. al. 

201159 
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Tabela 3 (Continuação) 

Analitos 

Técnica de 

preparo de 

amostra 

Faixa  

(ng mL-1) 

Volume de 

amostra 

(mL) 

Método 

analítico 

Resultados 

Referência Recuperação 

(%) 

LIQ  

(µg mL-1) 

MEF, GM e PIO LLE 

10 – 1500 

(MEF) 

2,5 – 500 

(GM) 

2,5 – 1000 

(PIO) 

0,5 LC-MS/MS 93,0 

0,010 (MEF) 

0,0025 (GM) 

0,0025 (PIO) 

Sengupta 

et al. 

200956 

GM LLE 0,02 – 100,00 0,2 LC-MS/MS 87,3 0,00002 

Chakradhar 

et al. 

200876 

GM LLE 5 – 1000 0,5 LC-MS/MS 88,7 0,005 

Yuezueak 

et al. 

200777 

GM LLE 0,50 – 1000 1 LC-MS/MS 95,6 0,0005 
Pistos et. 

al. 200521 
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Tabela 3 (Conclusão) 

Analitos 

Técnica de 

preparo de 

amostra 

Faixa  

(ng mL-1) 

Volume de 

amostra 

(mL) 

Método 

analítico 

Resultados 

Referência Recuperação 

(%) 

LIQ  

(µg mL-1) 

GM LLE 2,0 – 500,0 0,35 LC-MS/MS 

18,8 

(concentração 

baixa) 

24,4 (média) 

22,7 (alta) 

0,002 
Dotsikas et 

al. 200578 

GM PP 10 – 400 0,9 LC-UV - 0,010 
Song et al. 

200463 

GM LLE 5,0 – 500,0 1 LC-MS/MS 86,4 a 92,0 0,0005 
Salem et al. 

200457 

GM LLE 0,1 – 200 1 LC-MS/MS 71,2 a 79,8 0,0001 
Kim et al. 

200479 

GM 

LLE 0,1 – 500 1 

LC-MS/MS 

75,5 0,0001 
Kim et al. 

200480 
SPE 0,5 – 500 1 85,5 0,0005 

PP 1,0 – 500 0,2 98,1 0,001 
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2.3 Colunas cromatográficas empacotadas com partículas de núcleo fundido 

 

Recentemente, foram introduzidas no mercado colunas cromatográficas contendo 

partículas de núcleo fundido. Essas partículas possuem a parte externa porosa de 

0,5 µm e um núcleo sólido de 1,7 µm, constituído por sílica fundida (Figura 5)81. 

Uma das grandes vantagens do uso dessas partículas é o menor caminho de 

difusão quando comparadas com partículas inteiramente porosas (colunas 

convencionais). Esse reduzido caminho intra-partícula favorece a transferência de 

massa, aumentando a eficiência de separação e reduzindo o alargamento de 

bandas. Além disso, proporcionam menor pressão no sistema cromatográfico do que 

as partículas menores que 2 µm (sub–2 µm), podendo ser empregadas em sistemas 

de HPLC convencionais e sob altas vazões da fase móvel. Dessa maneira, 

separações rápidas são possíveis em um sistema de HPLC convencional com alta 

eficiência e resolução. Outra característica é a distribuição homogênea das 

partículas de mesmo tamanho no leito cromatográfico, o que leva a um robusto 

empacotamento das partículas. Ademais, as colunas de núcleo fundido são menos 

suscetíveis a problemas de obstrução do frit (porosidade do frit de 2 µm), muito 

frequentes em colunas sub-2 µm (porosidade do frit de 0,5 µm), principalmente em 

análises de amostras de matrizes complexas81,82. 

 

Figura 5 – Micrografia de partículas de núcleo fundido 

de 2,7 µm utilizadas como fase estacionária de colunas 
cromatográficas analíticas [Salisbury et al. 2010]

82
. 
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Em uma abordagem da química verde, um estudo recente foi publicado por Abdel-

Rehim et al. (2013) empregando microcolunas no desenvolvimento de método 

bioanalítico, a técnica MEPS no preparo de amostra, LC-MS/MS na etapa de 

separação cromatográfica e o analito AZD6319 (um novo pró-fármaco para o 

tratamento da doença de Alzheimer). As microcolunas testadas foram BEH (C18; 0,3 

x 50 mm; 1,7 µm; Waters, Manchester, USA), Halo (C18; 0,3 x 50 mm; 1,7 µm; 

Advanced Material Technologies, Wilmington, USA), BEH (C18; 1,0 x 50 mm; 1,7 µm; 

Waters, Manchester, USA), ACE (C18; 1,0 x 50 mm; 3,0 µm; Advanced Material 

Technologies, Wilmington, USA) e ZirChrom-PBD (1,0 x 50 mm, 3,0 µm; ZirChrom 

Separations, Anoka, USA). Segundo os autores, todas apresentaram exatidão e 

precisão satisfatórias, e eficiência cromatográfica sob baixa pressão do sistema foi 

obtida com a utilização de coluna de partículas de núcleo fundido HALO. Abdel-

Rehim et al. (2013) concluíram que o uso de microcolunas em bioanálises é 

vantajoso por aumentar a sensibilidade do método quando comparado com colunas 

convencionais, como também por reduzir o tempo da corrida cromatográfica, e 

consequentemente o consumo de solventes e o custo por análise83. 

 

Objetivando obter um método rápido, Magiera et al. (2013) utilizaram MEPS na 

etapa de preparo de amostra, coluna de núcleo fundido (Agilent, PoroShell 120 EC- 

C18; 100x3,0 mm; 2,7 µm) na etapa de separação e realizaram a detecção por 

HPLC-UV. Os autores concluíram que o emprego das técnicas MEPS/HPLC-UV com 

colunas de núcleo fundido possibilitaram o desenvolvimento de método rápido e 

prático41. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver e validar método para determinação de fármacos antidiabéticos orais 

em amostras de plasma humano utilizando a técnica MEPS na etapa de preparo de 

amostra, a técnica HPLC com coluna contendo partículas de núcleo fundido na 

separação e detecção por espectrofotometria na região do ultravioleta na etapa de 

quantificação. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Desenvolver e otimizar método de identificação e quantificação dos fármacos 

clorpropamida, glibenclamida (padrão interno), gliclazida e glimepirida utilizando 

cromatografia líquida de alta eficiência por meio de coluna contendo partículas de 

núcleo fundido e detecção por espectrofotometria no ultravioleta (HPLC-UV). 

 Desenvolver e otimizar método de preparo de amostra por MEPS para 

determinação de clorpropamida, glibenclamida (padrão interno), gliclazida e 

glimepirida em plasma, empregando planejamento experimental. 

 Validar o método desenvolvido empregando a técnica MEPS de acordo com a 

RDC 27/2012 ANVISA. 

 Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras de plasma humano 

provenientes de voluntários nos quais os fármacos foram administrados, conforme 

resolução CNS 196/1996 CONEP. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

 

4.1.1 Substâncias químicas de referência (SQR), matérias-primas e 

medicamentos  

 

 Clorpropamida SQR (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

/INCQS – Brasil), lote 1019. 

 Glibenclamida SQR (INCQS – Brasil), lote 1018. 

 Gliclazida SQR (INCQS – Brasil), lote 1057. 

 Glimepirida SQR (United States Pharmacopeia (USP) – EUA), lote G0K135. 

 Clorpropamida matéria-prima adquirida na Farmácia Artesanal (Belo 

Horizonte, Brasil) e fabricada por Kothari Phytochemicals International (Nagari, 

India), lote CP 1007, pureza 100,12%. 

 Glibenclamida matéria-prima doada pela Fundação Ezequiel Dias (Belo 

Horizonte, Brasil) e fabricada pela Cadila Pharmaceuticals (Ahmedabad, Gujarat, 

India), lote 0GLL009, pureza 99,50%. 

 Gliclazida matéria-prima doada pela CIFARMA (Belo Horizonte, Brasil) e 

fabricada pela Shandong Keyuas Pharmaceutical (Jinan, Shandong, China), lote 

0809130, pureza 99,10%. 

 Glimepirida matéria-prima doada pela CIFARMA (Belo Horizonte, Brasil) e 

fabricada pela Mantena Laboratories (Nalgonda Dist, Andhra Pradesh, India), lote 

GD/021/11/2011, pureza 99,96%. 

 Diabinese® comprimidos – 250 mg (Laboratório Pfizer Ltda. – São Paulo, 

Brasil). 

 Diamicron® MR comprimidos de liberação modificada – 30 mg (Laboratório 

Servier do Brasil Ltda – Rio de Janeiro, Brasil). 

 Glimepirida comprimidos (medicamento genérico) – 4 mg (Sandoz do Brasil 

Indústria Farmacêutica Ltda – Cambé, Brasil). 
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4.1.2 Reagentes e vidrarias 

 

 Acetonitrila e metanol grau HPLC e citrato de sódio dihidratado (J. T. Baker – 

Xalostoc, México). 

 Ácido cítrico monohidratado P.A. e carbonato de sódio anidro P.A. (Labsynth 

– Diadema, Brasil). 

 Ácido fosfórico 85% e hidróxido de sódio P.A. (Merck – Darmstadt, 

Alemanha). 

 Bicarbonato de sódio P.A. Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). 

 Fosfato de potássio monobásico (Sigma Aldrich – Steinheim, Alemanha). 

 Membranas filtrantes hidrofílicas de acetato e nitrato de celulose 0,45 µm     

47 mm. 

 Água ultrapura (purificada em sistema Direct-Q 3 Millipore). 

 Pipetas e balões volumétricos calibrados. 

 Tubos Falcon de 15 mL e de 50 mL. 

 Tubos Eppendorf de 1,5 mL e de 2,0 mL. 

 Vidraria comum de laboratório, como béqueres e kits de filtração. 

 Agulha à vácuo para coleta de sangue (25x0.8mm(21G), suporte para agulha 

(canhão), garrote, algodão, escalpe e álcool 70% para coleta de sangue. 

 Tubo de 9 mL para coleta de sangue à vácuo contendo anticoagulante 

heparina sódica. 

 

4.1.3 Amostras biológicas 

 

Amostras de sangue de voluntários sadios foram coletadas no Laboratório de 

Hematologia Clínica da Faculdade de Farmácia da UFMG. O sangue dos indivíduos 

foi utilizado no preparo da fração de plasma desprovido de medicamentos (plasma 

branco). Amostras de sangue de três voluntários que fizeram uso dos fármacos 

antidiabéticos orais foram obtidas 2, 6 e 3 h após administração de 250 mg de CL, 

90 mg de GZ e 4 mg de GM, respectivamente. O tempo de coleta foi escolhido 

conforme tmax apresentado no item 2.1.1.1. Estas amostras também foram coletadas 

no Laboratório de Hematologia Clínica. Cada voluntário fez uso de apenas um dos 

medicamentos. 
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As coletas foram realizadas utilizando tubos contendo heparina sódica. Após coleta, 

as amostras de sangue foram centrifugadas a 480xg por 10 min a 4 °C. O 

sobrenadante (plasma) foi devidamente separado e armazenado a temperatura de -

70 °C até o momento de seu uso.  

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de ética da UFMG, protocolo CAAE 

01892012.0.0000.5149. 

 

4.1.4 Equipamentos e materiais 

 

 Agitador de tubos Vortex Phoenix Luferco modelo AP56 (Araraquara, Brasil). 

 Aparelho de ultrassom Maxclean modelo 1400 (São Bernardo do Campo, 

Brasil). 

 Balança micro-analítica BP 210D Sartorius com precisão de 0,01 mg 

(Goettingen, Alemanha). 

 Cartuchos MEPS C18 contendo 4 mg de sorvente, tamanho de partícula 45 

µm, tamanho do poro 60 Å, P/N 2900501, lote K06-A0495, SGE Analytical Science 

(Victoria, Austrália). 

 Centrífuga Jouan modelo MR 23 I (Saint-Herblain, França). 

 Coluna cromatográfica Kinetex C18 (100 x 4,6 mm; 2,6 µm; Phenomenex 

Torrance, USA), gentilmente doados pela Allcrom (São Paulo, Brasil). 

 Cromatógrafo a líquido de alta eficiência Agilent HP-1200, com forno, injetor 

automático e detector ultravioleta-visível de arranjo de diodos (UVVis/DAD) Agilent 

(Santa Clara, USA). 

 Estufa a vácuo Fanem 091 (São Paulo, Brasil). 

 Estufa a seco B180 Nabertherm (Lilienthal, Alemanha). 

 Freezer 220 V REVCO modelo UTL-2186-5-D34 (Garden Grove, USA). 

 Kit de desenvolvimento MEPS lote K06-A0498, SGE Analytical Science 

(Victoria, Austrália). 

 KrudKatcher Ultra HPLC filtro em linha com profundidade de 0,5 µm e 

diâmetro interno de 0,004 in, código 120879901, referência AF0-8497 (Phenomenex, 

Torrance, USA), gentilmente doado pela Allcrom (São Paulo, Brasil). 

 Seringa 250 µL lote K12-C0009, SGE Analytical Science (Victoria, Austrália). 
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 Sistema de purificação de água Direct-Q 3 Millipore (Billerica, USA). 

 Micropipeta Brand 100 – 10 µL Transferpette® 07X4002 (Essex, USA). 

 Micropipeta Thermo Scientific 1000 – 100 µL Finnpipette® F3 DJ02027 CE 

(Waltham, USA). 

 Potenciômetro Metrohm 827 pH LAB e eletrodo Metrohm 6.0228.010 pH 0 – 

14, 0 – 80 °C NTC, 3M KCL (São Paulo, Brasil). 

 Refrigerador comercial de grande porte 894 L Gelopar modelo GRCS-4PV 

(Araucária, Brasil). 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Preparo de soluções 

 

Soluções estoque de CL, GZ, GM e GB na concentração de 0,5 mg mL-1 foram 

individualmente preparadas pela dissolução de 12,5 mg de cada fármaco em 

acetonitrila e água 4:1 (v/v). Em seguida, 1 mL de cada solução estoque foi diluída 

em acetonitrila e água 1:1 (v/v) para obter uma solução trabalho na concentração de 

100 µg mL-1, que por sua vez foi usada para fortificar o plasma humano na 

concentração de 4 µg mL-1. Todas as soluções estoque foram armazenadas a 4 °C 

por 1 mês. 

 

Durante a validação do método, soluções estoque de CL, GZ, GM e GB na 

concentração de 5 mg mL-1, 3,2 mg mL-1, 0,5 mg mL-1 e 1,25 mg mL-1 

respectivamente, foram preparadas dissolvendo-se quantidades apropriadas do 

padrão SQR de cada fármaco em acetonitrila e água 4:1 (v/v). Volumes apropriados 

de solução estoque foram individualmente diluídos em acetonitrila e água 1:1 (v/v) 

para obter soluções intermediárias: 1000 µg mL-1 de CL, 320 µg mL-1 de GZ e 41,8 

µg mL-1 de GM. Soluções estoque e intermediária foram usadas para preparar 

soluções de trabalho. Soluções estoque e intermediária foram armazenadas por pelo 

menos 40 dias a 4 °C (exceto solução estoque da CL). A solução trabalho do padrão 

interno (PI) contendo 225 µg mL-1 de GB (obtida pela diluição da solução estoque), 

bem como a própria solução estoque do PI contendo 1250 µg mL-1 de GB, foram 

estocadas a 4 °C por 33 dias. Soluções de trabalho foram sempre preparadas no 
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mesmo dia da análise. O prazo de estocagem das soluções foram definidos em teste 

de estabilidade dos fármacos em solução. 

 

4.2.2 Desenvolvimento do método bioanalítico para determinação de CL, GZ, 

GM e GB em plasma humano 

 

4.2.2.1 Otimização dos parâmetros instrumentais e das condições 

cromatográficas 

 

Inicialmente, alguns parâmetros cromatográficos (mistura de acetonitrila e solução 

de fosfato de potássio monobásico 10 mM pH 3,0 na proporção 55:45 como fase 

móvel, 30 ºC como temperatura do forno da coluna e comprimento de onda igual a 

230 nm) foram definidos84. Objetivando obter um método mais eficiente, rápido e 

moderno, empregaram-se na separação cromatográfica uma coluna contendo 

partículas de núcleo fundido Kinetex C18 (100 x 4,6 mm; 2,6 µm) e o cromatógrafo a 

líquido Agilent HP1200. 

 

Configurações do equipamento que poderiam comprometer a eficiência 

proporcionada pela coluna de núcleo fundido, foram otimizadas. Foram avaliados 

por meio de testes uni-variados: como as dimensões (diâmetro e comprimento) da 

tubulação (volume extracoluna de aproximadamente 43,98 e 26,06 µL), o volume de 

injeção (5, 10 e 20 µL), as diferentes vazões (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 mL min-1), 

a frequência de aquisição dos dados e o tempo de resposta do detector (20 Hz/0,1 s, 

10 Hz/0,5 s, 2,5 Hz/2 s e 0,62 Hz/8 s). Essas avaliações foram realizadas pela 

injeção de solução de uracila a 5 µg mL-1 em comprimento de onda igual a 254 nm. 

 

Em seguida, otimizou-se a separação dos fármacos antidiabéticos orais CL, GZ, GM 

e GB preparados em soluções padrão na concentração de 5 µg mL-1. Diferentes 

proporções da mistura de acetonitrila e fosfato de potássio monobásico 10 mM pH 

3,0 (50:50; 55:45 e 60:40) e vazões da fase móvel foram testados, mantendo-se fixo 

o comprimento de onda de detecção em 230 nm. Ajustes na frequência de aquisição 

dos dados / tempo de resposta do detector também foram realizados objetivando 

reduzir o ruído da linha de base. Alterações na proporção e vazão da fase móvel, 

bem como no tamanho da tubulação, foram necessárias para reduzir a pressão do 
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sistema. Os ajustes foram realizados durante o desenvolvimento do método 

analítico. Assim como o volume de injeção da amostra também foi avaliado 

anteriormente a validação com o intuito de aumentar a sensibilidade do método.  

 

As condições cromatográficas do método desenvolvido e validado constam na 

Tabela 4. A eluição foi isocrática. 

 

Tabela 4 - Condições cromatográficas do método desenvolvido e validado para determinação 

de clorpropamida (CL), gliclazida (GZ) e glimepirida (GM) utilizando glibenclamida (GB) como 
PI. 

Parâmetro Condição 

Coluna Kinetex C18 (100 x 4,6 mm; 2,6 µm) 

Fase móvel Acetonitrila: solução fosfato de potássio 

monobásico 10 mM pH 3,0 (60:40) 

Vazão 1,2 mL min-1 

Comprimento de onda 230 nm 

Volume de injeção 20 µL 

Frequência de aquisição dos dados/ 

tempo de resposta do detector 

10 Hz/0,5 s 

 

4.2.2.2 Otimização das condições para o preparo de amostra por meio de 

MEPS 

 

Inicialmente, soluções de CL, GZ, GM, GB a 4 µg mL-1 em água (em substituição ao 

plasma humano) foram utilizadas como amostra para avaliar a extração dos analitos 

pelo sorvente C18, bem como avaliar as etapas de limpeza do cartucho MEPS. No 

estudo da etapa de lavagem, também foram empregadas amostras de plasma 

humano contendo CL, GZ, GM e GB, a 4 µg mL-1. Avaliou-se o uso de 4 ciclos de 

100 µL de água ultrapura na etapa de lavagem entre a extração e dessorção pelo 

MEPS. Similarmente, 4 ciclos de 100 µL de acetonitrila seguido de 4 ciclos de água 

ultrapura foram testados na etapa de lavagem após dessorção dos analitos e antes 

da reutilização do cartucho MEPS. O volume de cada ciclo foi fixado conforme 

conveniência na utilização da seringa MEPS, respeitando o recomendado pelo 

fabricante. As soluções utilizadas nas etapas de lavagem e a amostra de água (que 
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inicialmente continha CL, GZ, GM e GB a 4 µg mL-1) foram injetadas no sistema 

cromatográfico. Além disso, as extrações em plasma foram executadas em dias 

diferentes. 

 

Na otimização dos demais parâmetros foram utilizadas ferramentas da quimiometria. 

As etapas de extração e de dessorção foram estudadas separadamente, uma vez 

que essas etapas são independentes. Na construção dos planejamentos 

experimentais foram estudados os parâmetros considerados inicialmente os mais 

importantes para cada etapa. Essa seleção objetivou reduzir o número de 

experimentos necessários em cada planejamento. Os níveis, por sua vez, foram 

definidos de acordo com a literatura38.  

 

Na etapa de extração foi empregado um planejamento fatorial fracionário (PFF) meia 

fração com dois níveis e quatro variáveis (PFF 24-1) e ponto central. Na Tabela 5, 

são apresentados os níveis para cada variável estudada. Usualmente volumes entre 

10 – 250 µL de amostra são utilizados no preparo de amostra com MEPS38. 

Entretanto, devido às baixas concentrações plasmáticas dos fármacos antidiabéticos 

orais, se fez necessário escolher níveis relativamente maiores para o parâmetro 

volume da amostra (x1). A diluição da amostra (x2) e o número de ciclos de 

aspirações e ejeções (x3), por sua vez, usualmente são reduzidos38. Por isso, foram 

escolhidos níveis que levassem a uma menor diluição da amostra e possibilitassem 

trabalhar com poucos ciclos de aspiração/ejeção. Os níveis do pH da solução 

tampão (x4) foram definidos conforme testes iniciais envolvendo o plasma humano 

contendo os fármacos e o tampão (descritos detalhadamente em resultados) nos 

quais observou-se turvação do plasma quando alguns valores de pH do tampão 

foram empregados. O volume de amostra aspirado pela seringa em cada ciclo foi 

fixado em 100 µL e acetonitrila foi o solvente escolhido para a eluição dos analitos.  

 

No total foram executados 11 experimentos para avaliar a etapa de extração. Oito 

deles correspondem ao planejamento fatorial em si, e três ao ponto central, 

conforme apresentado na Tabela 6. Na elaboração da matriz do planejamento, a 

variável x4 foi obtida pelo produto das variáveis x1, x2 e x3. Os experimentos foram 

realizados aleatoriamente, conforme definido no Software Statistica 7.0. 
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Tabela 5 - Variáveis e seus respectivos níveis do PFF 2
4-1

 para otimização da etapa de 

extração por MEPS. 

Variável (xi) 

Níveis 

-1 0 +1 

Volume da amostra (µL) (x1) 100 250 400 

Diluição da amostra (x2) 1:1 1:2 1:3 

pH da solução tampão (x3) 2,5* 6,0** 9,5*** 

Número de ciclos de aspirações e ejeções (x4) 5 10 15 

__________________________ 

Em que: -1 = nível inferior, 0 = ponto central, +1 = nível superior. * Tampão citrato pH 2,5. ** Tampão 
citrato pH 6,0. ***Tampão carbonato/bicarbonato pH 9,5.  

 

Tabela 6 - Experimentos do PFF 2
4-1 

para otimização
 
da etapa de dessorção por MEPS. 

Número do 

experimento 

Nível de cada variável 

x1 x2 x3 x4 

1 -1 -1 -1 -1 

2 1 -1 -1 1 

3 -1 1 -1 1 

4 1 1 -1 -1 

5 -1 -1 1 1 

6 1 -1 1 -1 

7 -1 1 1 -1 

8 1 1 1 1 

9  0 0 0 0 

10 0 0 0 0 

11 0 0 0 0 

__________________________ 

x1 a x4 representam as variáveis da etapa de extração, em que x1 = volume da amostra, x2 = diluição 
da amostra, x3 = pH da solução tampão, x4 = número de ciclos de aspirações e ejeções. -1 = nível 
inferior da variável, 0 = ponto central, +1 = nível superior da variável. 

 

Para avaliar os parâmetros que afetam a dessorção, foi usado planejamento fatorial 

completo com 2 níveis e 2 variáveis (PFC 2²). As variáveis e níveis avaliados estão 

descritos na Tabela 7. As proporções de 50% e 100% de acetronitrila foram 

estudadas na etapa de dessorção dos analitos pelo MEPS, pois os fármacos 

antidiabéticos orais mostraram em testes iniciais serem muito solúveis nesse 

solvente. No caso do parâmetro número de ciclos de aspiração e ejeção, a escolha 

dos níveis se deu pela necessidade de pelo menos 100 µL de amostra após 
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dessorção dentro do insert para permitir sua injeção no sistema cromatográfico. 

Portanto, o nível mais baixo foi fixado em 2. O nível mais alto foi 4 para possibilitar 

uma melhor avaliação desse parâmetro. Os 4 experimentos desse planejamento 

(Tabela 8) foram realizados em duplicata e de forma aleatória. O volume de eluente 

aspirado pela seringa em cada ciclo foi fixado em 50 µL de acordo com a literatura38. 

 

Tabela 7 - Variáveis e seus respectivos níveis do PFC 2
2 
para otimização da etapa de 

dessorção por MEPS. 

Variáveis (yi) 
Níveis 

-1 +1 

Proporção acetonitrila (y1) 50% 100% 

Número de ciclos de aspiração e ejeção (y2) 2 4 

 

Tabela 8 - Experimentos do PFC 2
2
 para otimização da etapa de dessorção por MEPS. 

Experimento 
Nível de cada variável 

y1 y2 

1 -1 -1 

2 1 -1 

3 -1 1 

4 1 1 

__________________________ 

y1 e y2 representam as variáveis da etapa de dessorção, em que y1 = proporção de acetonitrila, y2 = 

número de ciclos de aspiração e ejeção. -1 = nível inferior da variável, +1 = nível superior da variável. 

 

Todos os experimentos dos planejamentos experimentais foram executados 

utilizando MEPS nas seguintes condições seringa de 250 µL e 4 mg de material 

sorvente C18. Antes de ser usado pela primeira vez, o sorvente foi condicionado com 

250 µL de metanol seguido de 250 µL de água. O plasma foi fortificado com os 

fármacos para obter concentração de 4 µg mL-1 e, posteriormente foi diluído com 

tampão. Em seguida, 100 µL dessa mistura foram aspirados e ejetados 

manualmente empregando MEPS, sendo a amostra descartada no frasco original. 

Na sequência, o sorvente foi lavado 4 vezes com 100 µL de água para a remoção de 

interferentes. Por fim, os analitos foram dessorvidos com ciclos de 50 µL do eluente. 

Antes de ser reutilizado, o cartucho contendo o sorvente foi lavado e recondicionado 

4 vezes com 100 µL de acetonitrila, seguido de 4 vezes com 100 µL de água. 
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Na etapa de análise dos resultados obtidos pelos planejamentos experimentais foi 

utilizado o software Statistica 7.0 (StatSoft, Victoria, Austrália). A estimativa do erro 

puro, que é o erro experimental, foi calculada a partir das replicatas do ponto central 

no caso do PFF 24-1 (n=3) e a partir das replicatas reais no PFC 22 (n=2). O ponto 

central, no primeiro caso, foi adicionado com objetivo de possibilitar o cálculo do erro 

experimental sem aumentar muito o número de experimentos85.  

 

Após o estudo das etapas de extração e dessorção e antes da validação do método 

bioanalítico, foram executados testes variando o volume de plasma (100 e 400 µL) 

com o objetivo de melhorar a sensibilidade do método de modo a permitir sua 

aplicação às amostras de plasma humano. 

 

4.2.3 Validação do método bioanalítico  

 

A validação do método bioanalítico foi realizada de acordo com a Resolução da 

Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) RDC 

27/201286. Foram avaliados os parâmetros seletividade, efeito residual, linearidade, 

precisão, exatidão, recuperação, limite de quantificação e limite de detecção. Além 

disso, foram realizados estudos de estabilidade dos fármacos em líquidos biológicos 

e nas soluções padrão estoque (maior concentração) e trabalho (menor 

concentração). Todos os experimentos foram realizados usando plasma fortificado 

com soluções padrão dos fármacos em concentrações que incluem os níveis 

terapêuticos normalmente encontrados em pacientes. 

 

Para a avaliação da seletividade foram utilizadas amostras de plasma de 6 origens 

diferentes. Dessas, cinco amostras de sangue foram coletadas pela manhã de 

indivíduos em leve desjejum (para obtenção das amostras normais e plasma 

hemolisado) e uma coleta pós-prandial (para obtenção do plasma lipêmico). O leve 

desjejum se caracteriza por uma alimentação pouco calórica e sem alimentos que 

contenham xantinas (como café preto e chocolates). Quatro amostras seguiram 

procedimento normal de preparo do plasma sem ser induzido a hemólise (plasma 

normal). Em uma amostra induziu-se a hemólise das hemácias, através de ciclos de 

resfriamento e agitação em vórtex. Entretanto essa amostra apresentou coloração 
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superior ao esperado. Por isso, ela foi diluída utilizando fração de plasma branco. 

Por fim, obtiveram-se 2 amostras de plasma hemolisado diluídas (Figura 6), que 

foram utilizadas no teste seletividade. Dessa forma, foram analisadas 7 amostras de 

plasma: 4 normais (sem hemólise e coletado em leve desjejum, designadas como 

Normal 1, Normal 2, Normal 3, Normal 4), 2 hemolisadas (designadas como 

Hemolisado Ha e Hemolisado Hb) e 1 lipêmica (designada Lipêmico).  

 

Figura 6 - Coloração das amostras de plasma hemolisado 

 (H, Ha e Hb) e fração de plasma branco normal (N) usado no  
preparo  de Ha e Hb, que por sua vez foram utilizadas no teste  

seletividade (Ha, plasma hemolisado diluído com plasma  
branco na proporção 1:10; Hb, plasma hemolisado diluído  

com plasma branco na proporção 1:20). 

 
 

As 7 amostras distintas de plasma foram fortificadas com os fármacos antidiabéticos 

orais na concentração do limite inferior de quantificação (LIQ). Os resultados obtidos 

foram comparados com as respectivas amostras processadas do plasma branco 

(isento de analito) de cada uma das 7 matrizes para a avaliação do seletividade do 

método. 

 

O efeito residual foi avaliado por meio da injeção de uma mesma amostra de plasma 

branco por três vezes: uma injeção antes e duas injeções após a injeção do limite 

superior de quantificação (LSQ). 
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A linearidade foi avaliada em 3 curvas independentes de calibração preparadas em 

dias diferentes. As curvas de calibração consistem em uma amostra branca (matriz 

processada sem PI), uma amostra zero (matriz processada com PI) e 6 níveis de 

concentração de plasma fortificado com os antidiabéticos orais. As curvas de 

calibração foram construídas nas seguintes concentrações: 1,0; 2,0; 10,0; 20,0; 35,0 

e 50,0 µg mL-1 para CL; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 µg mL-1 para GZ and 0,1; 0,2; 

0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 µg mL-1 para GM. Após o plasma ter sido fortificado nessas 

concentrações de cada fármaco (CL, GZ e GM) e antes da extração pelo MEPS, PI 

foi adicionado para atingir a concentração de 10,7 µg mL-1 de GB. O limite de 

quantificação foi definido como a menor concentração mensurável com relação 

sinal/ruído não inferior a 10. O limite de detecção foi definido como 1/3 do limite de 

quantificação. 

 

Precisão e exatidão intracorrida e intercorrida foram determinadas pela análise de 

amostras (n=5) contendo quantidade conhecidas dos fármacos em 5 níveis de 

concentração (LIQ, controle de qualidade baixo (CQB), controle de qualidade médio 

(CQM), controle de qualidade alto (CQA) e controle de qualidade de diluição (CQD) 

em três dias de análise, de acordo com Tabela 9. A concentração da amostra CQD 

foi definida como 1,5 vezes a concentração do LSQ. Antes da extração pelo MEPS, 

essa amostra foi diluída com plasma branco na proporção 2:1 (v/v) e concentrações 

iguais ao do LSQ foram obtidas (50,0 µg mL-1 para CL, 10,0 µg mL-1 para GZ and 

1,0 µg mL-1 para GM). O estudo da precisão e exatidão da amostra CQD permite 

avaliar se é possível quantificar o analito após a diluição do plasma humano. 

 

A recuperação dos analitos e do PI foi realizada pela comparação dos resultados 

obtidos da extração de amostras fortificadas em 3 concentrações (CQB, CQM e 

CQA) com a matriz extraída pelo MEPS adicionada posteriormente de padrões nos 

mesmos níveis de concentração que representam 100% de recuperação. 

 

 

 

 

 



61 

 

 

Tabela 9 - Níveis de concentração dos analitos clorpropamida (CL), gliclazida (GZ) e 

glimepirida (GM) para validação bioanalítica por HPLC-UV. 

Nível 
Concentração do analito (µg mL-1) 

CL  GZ  GM 

LIQ 1,00 1,00 0,10 

CQB 3,00 3,00 0,30 

CQM 21,25 4,89 0,49 

CQA 42,50 8,50 0,85 

CQD 75,00 15,00 1,50 

__________________________ 

Em que: CQB corresponde a 3 vezes o valor do LIQ, CQM ao valor médio aproximado entre CQB e 
CQA, e CQD a 1,5 do valor de LSQ. 

 

A estabilidade dos fármacos CL, GZ e GM em plasma humano foi avaliada em 

diferentes circunstâncias: estabilidade após três ciclos de 12 h de congelamento a -

70 °C e descongelamento a temperatura ambiente, estabilidade de curta duração, 

estabilidade de longa duração, e estabilidade pós-processamento. A estabilidade de 

curta duração foi avaliada mantendo-se as amostras sobre a bancada a temperatura 

ambiente por 24 h. Após esse período as amostras foram processadas e na 

sequência injetadas em cromatógrafo a líquido. Na estabilidade de longa duração, 

por sua vez, as amostras foram analisadas após 60 dias de congelamento a -70 °C. 

Por sua vez, no teste da estabilidade pós-processamento, as amostras foram 

mantidas no injetor por 48 h antes de iniciar a análise cromatográfica. Amostras de 

CQB e CQA foram analisadas em replicata (n = 3).  

 

Além disso, a estabilidade de CL, GZ, GM e PI nas soluções estoque e trabalho 

foram avaliadas pela comparação dos resultados entre uma nova solução e 

soluções armazenadas por 40 dias (33 dias para CL e PI) a 4 °C. Nessa avaliação 

foram utilizadas solução estoque de maior concentração e solução de trabalho de 

menor concentração. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Otimização dos parâmetros instrumentais e das condições cromatográficas 

 

Na otimização dos parâmetros instrumentais, verificou-se que a tubulação com 

menor diâmetro e comprimento (volume extracoluna de 43,98 µL antes e 26,06 µL 

depois da otimização), assim como o menor volume de injeção (5 µL) diminuem a 

dispersão extracoluna. Observou-se também que quanto maior a frequência de 

aquisição de dados do detector e menor tempo de resposta, menor é o alargamento 

de bandas. Por isso, a princípio, esse parâmetro foi fixado em 20 Hz/0.1 s. Após a 

otimização instrumental a variância extracoluna diminuiu de 86,6 µL² para 24,1 µL² 

usando uracila a 5 µg mL-1, acetonitrila e solução de fosfato de potássio 10 mM pH 

3,0 (55:45) como fase móvel, vazão de 0,1 mL min-1 e comprimento de onda igual a 

254 nm. 

 

Em seguida, para otimizar a separação dos fármacos antidiabéticos orais, diferentes 

proporções de acetonitrila e solução fosfato de potássio monobásico 10 mM pH 3,0 

foram testadas (50:50; 55:45 e 60:40). Por fim, a mistura acetonitrila e solução 

fosfato 10 mM pH 3,0 (50:50) na vazão de 1,5 mL min-1 foi definida como fase móvel. 

O comprimento de onda foi fixado em 230 nm, conforme descrito na monografia da 

glibenclamida comprimidos. Por meio de espectros dos fármacos (apresentados no 

item 5.3.1, Figura 14) verificou-se que o comprimento de onda 230 nm 

correspondia, aproximadamente ao máximo de absorção no UV de todos os 

antidiabéticos em estudo (CL, GZ, GM e GB) e, portanto era adequado para a sua 

detecção. Por meio da injeção de soluções contendo os fármacos isoladamente, 

definiu-se a ordem de eluição, conforme mostrado na Figura 7. 

 

Na sequência, objetivando reduzir o ruído da linha de base e com isso aumentar a 

sensibilidade do método, variaram-se a frequência de aquisição de dados e o tempo 

de resposta. Conforme pode-se observar na Figura 7, o ajuste em 20 Hz/0,1 s gera 

um ruído da linha de base superior ao obtido com 10 Hz/0,5 s. Por outro lado, uma 

maior frequência de aquisição de dados e um menor tempo de resposta tende a 

reduzir a variância extracoluna 87. Entretanto, observa-se também na Figura 7 que 

não houve um demasiado alargamento de pico quando o detector foi ajustado em 10 



63 

 

 

Hz/0,5 s. Portanto, a frequência de aquisição de dados / tempo de resposta do 

detector escolhida para o método foi de 10 Hz/0,5 s. O método desenvolvido foi 

utilizado na otimização dos parâmetros do MEPS.  

 
Figura 7 - Cromatogramas obtidos pela injeção da solução padrão contendo 5 µg mL

-1
 de 

cada fármaco em acetonitrila: água (4:1). A mesma solução foi injetada alterando apenas a 
frequência de aquisição de dados / tempo de resposta (em que, F10 corresponde a 10 Hz/0,5 s 
e F20 a 20 Hz/0,1 s). Em (A) observa-se a separação cromatográfica entre os fármacos e, em 

(B), o ruído da linha de base. 

 



64 

 

 

Durante as análises da otimização da extração em plasma, observou-se um 

aumento significativo na pressão do sistema. Para solucionar o problema, o 

comprimento da tubulação pré-coluna foi reduzido, conectando o tubo que sai do 

injetor diretamente na coluna (sem passar pelo forno da coluna). Notou-se redução 

na pressão. Além da redução da pressão do sistema, observou-se também a 

possibilidade de obtenção de um método ainda mais rápido com adequada 

resolução entre os picos. Para tanto, a fase móvel foi alterada, com aumento da 

proporção de acetonitrila para 60% e a redução da vazão de 1,5 mL min-1 para 1,2 

mL min-1. Como consequência da alteração da fase móvel o método se tornou mais 

rápido, com redução do tempo de corrida em 1 min (de 3,2 min para 2,2 min). A 

redução no comprimento da tubulação pré-coluna associada a alteração na fase 

móvel proporcionaram uma redução significativa da pressão do sistema de cerca de 

320 bar para aproximadamente 240 bar.  

 

Antes da validação do método, também foi necessário alterar o volume de injeção da 

amostra com o intuito de aumentar a sensibilidade do método. A área foi aumentada 

de 55,1 para 224,8 quando 20 µL foram injetados ao invés de 5 µL (utilizando 400 µL 

de plasma humano contendo 4 µg mL-1 dos analitos na etapa de preparo de 

amostra). Desta forma, o volume de injeção do método foi fixado em 20 µL. Após a 

alteração dos parâmetros mencionados o método foi validado para análise de 

amostras biológicas.  

 

5.2 Otimização das condições para o preparo de amostra por meio de MEPS 

 

Em testes preliminares, utilizando como amostra solução aquosa contendo CL, GZ, 

GM e GB a 4 µg mL-1, observou-se que, após a etapa de extração do MEPS, parte 

dos analitos permaneciam na amostra, cerca de 40,4% de CL, 21,3% de GZ, 27,5% 

de GB e 28,7% de GM não foram extraídos pelo sorvente. Por outro lado, uma boa 

parcela dos analitos (45,1% para CL, 52,8% para GZ, 38,7% de GM e 42,5% de GB) 

foi extraída, indicando que o cartucho MEPS C18 foi adequado, porém era 

necessário otimizar os demais parâmetros com o intuito de melhorar a extração e, 

posteriormente, a recuperação dos analitos.  
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As injeções das soluções de lavagem (4 ciclos) indicaram que apenas cerca de 5,1% 

da CL e 1,4% de GZ (para a amostra de água) e 2,9% de CL (para a amostra de 

plasma humano) foram eluídos juntamente com a água durante a limpeza do 

cartucho antes da etapa de dessorção. Os demais analitos (GM e GB) não foram 

eluídos nessa etapa de limpeza. Além disso, extratos limpos foram obtidos quando 

plasma humano foi utilizado como amostra. Como não houve uma eliminação 

excessiva dos analitos e os interferentes foram adequadamente retirados, os 4 ciclos 

de 100 µL foram definidos para essa etapa do processo.  

 

Nos cromatogramas das soluções de lavagem obtidas após a dessorção dos 

analitos e antes do reuso do MEPS, não foram encontrados picos no mesmo tempo 

de retenção dos analitos. Desta forma, o efeito residual entre as extrações não foi 

observado e a lavagem final foi fixada em 4 ciclos de 100 µL de acetonitrila seguidos 

de 4 ciclos de 100 µL de água ultrapura.  

 

Além disso, observou-se que um número de ciclos de limpeza relativamente grande 

(4 ciclos dos solventes de lavagem) era necessário para evitar entupimento do 

cartucho, e consequentemente, aumentar sua vida útil. Os cartuchos foram 

utilizados cerca de 26 a 125 vezes. 

 

Nos testes preliminares, observou-se que repetibilidade entre as extrações em 

plasma humano, utilizando a técnica MEPS offline (Tabela 10). 

 
Tabela 10 – Resultados preliminares utilizando MEPS para extração de clorpropamida (CL), 

gliclazida (GZ), glimepirida (GM) e glibenclamida (GB) a partir de plasma humano. 

Analito 
Área obtida em cada análise DPR*** entre 

as áreas Dia 1 Dia 2* Dia 3** 

CL 24,00 27,65 20,62 12,4 

GZ 21,55 27,48 21,18 12,5 

GM 30,90 38,91 31,03 11,3 

GB 32,25 40,51 32,98 11,4 

__________________________ 

* Cada valor corresponde a média de 3 resultados. ** Cada valor corresponde a média de 2 
resultados.*** DPR = desvio padrão relativo. 
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O pH estudado no PFF4-1 foi definido conforme Tabela 5, pois notou-se turvação do 

plasma humano contendo CL, GZ, GM e GB a 4 µg mL-1 após adição de soluções na 

faixa de pH entre 3,0 e 5,0. Essa faixa de pH é próxima do ponto isoelétrico da 

albumina (que é cerca de 4,7) e por isso leva a precipitação de proteínas88. Valores 

de pH inferiores a 2,5 poderiam danificar o material sorvente do MEPS (constituído 

de sílica ligada a C18) e portanto, não foram utilizados. Ainda com relação às 

soluções usadas para ajustar o pH da amostra, notou-se maior turvação quando foi 

utilizada a solução fosfato de potássio ao invés do tampão citrato (Figura 8). 

Quando o tampão citrato pH 3,0 foi utilizado, uma leve turvação foi observada. 

Porém, usando solução tampão citrato pH 2,5 (ao invés do pH 3,0) a mistura 

pareceu totalmente límpida. Dessa forma, para evitar o entupimento do cartucho 

MEPS, a melhor opção foi usar uma solução tampão citrato pH 2,5. 

 

Figura 8– Aspecto de amostras de plasma humano 
contendo clorpropamida (CL), gliclazida (GZ), 

glimepirida (GM) e glibenclamida (GB) a 4 µg mL
-1

 (100 µL) 
após adição de diferentes soluções pH 3,0 (300 µL). 

 

 

Antes de realizar os testes do PFF4-1, algumas extrações em plasma humano foram 

executadas objetivando avaliar se o uso do tampão citrato pH 2,5 poderia 

comprometer a extração. Como os valores médios de áreas obtidos (22,78 para CL, 

24,73 para GZ, 32,65 para GM e 32,70 para GB) aproximaram-se dos resultados 
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mostrados na Tabela 10. O tampão citrato pH 2,5 foi utilizado nos testes 

subsequentes. 

 

A acetonitrila foi o solvente escolhido para a eluição dos analitos por ser o solvente 

constituinte da fase móvel e porque demonstrou, em testes de solubilidade dos 

fármacos, melhor capacidade de solubilizá-los do que o metanol.  

 

A variável força iônica, a princípio, também seria estudada. Entretanto, assim como 

descrito para o pH, notou-se turvação da amostra de plasma humano fortificado com 

os analitos quando pequena quantidade de cloreto de sódio (5% e 10% p/v) foi 

adicionada. 

 

A recuperação dos analitos foi a variável usada como resposta nos planejamentos 

experimentais. Os valores de recuperação para cada fármaco e em cada 

experimento do PFF 24-1 são apresentados na Tabela 11. Todos os parâmetros 

testados nesse planejamento foram estatisticamente significativos (limite de 

confiança de 95%), entretanto o pH e o volume da amostra foram os parâmetros 

mais importantes (Figura 9). A diluição da amostra, por sua vez, foi o parâmetro 

menos importante.  

 

Os resultados demonstram uma tendência de alta recuperação em pH 2,5, 15 ciclos 

de aspiração/ejeção, diluição da amostra de 1:1 e volume da amostra de 100 µL. 

Tendo em vista que os analitos testados tem pKa próximo a 5,0 (CL 4,71; GZ 6,07; 

GM 5,1; GB 5,11), em pH 2,5 praticamente todas as moléculas estão na forma não 

ionizada. Por isso, esse pH foi o mais adequado para a extração dos fármacos. O 

melhor número de ciclos de aspiração/ejeção da amostra foi 15, pois quanto maior o 

número de ciclos, mais vezes o amostra contendo os analitos entra em contato com 

o sorvente e com isso maior tende a ser a extração. Por sua vez, uma baixa diluição 

(1:1) favoreceu a extração porque permitiu maior concentração dos analitos na 

amostra do que quando as diluições maiores (1:2 e 1:3) foram utilizadas. O volume 

de amostra mais baixo (100 µL) foi o que levou a melhor recuperação dos analitos, 

possivelmente, porque todo o volume da amostra passa mais vezes pelo sorvente 

do que quando volumes superiores de amostra são empregados. Dessa forma, 

esses níveis foram fixados, com exceção da diluição da amostra e número de ciclos. 
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A diluição da amostra foi alterada para 1:2 porque 1:1 gerou uma alta pressão no 

cartucho MEPS, o que poderia reduzir sua vida útil e entupir os filtros (frits) mais 

rapidamente. Dez ciclos de aspiração/ejeção foram escolhidos ao invés de 15 ciclos 

objetivando reduzir o tempo e simplificar o procedimento de extração. 

 

Tabela 11 – Recuperação obtida em cada experimento do PFF 2
4-1

 e para cada fármaco 
antidiabético oral (clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, glimepirida, GM e glibenclamida, GB). 

__________________________ 

x1 a x4 representam as variáveis da etapa de extração, em que, x1 = volume da amostra, x2 = diluição 

da amostra, x3 = pH da solução tampão, x4 = número de ciclos de aspirações e ejeções. -1 = nível 
inferior da variável, 0 = ponto central, +1 = nível superior da variável. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Número do 

experimento 

Variáveis Recuperação (%) 

x1 x2 x3 x4 CL GZ GM GB 

1 -1 -1 -1 -1 83 96 95 88 

2 1 -1 -1 1 42 73 81 74 

3 -1 1 -1 1 95 108 115 114 

4 1 1 -1 -1 19 26 28 27 

5 -1 -1 1 1 8 30 15 40 

6 1 -1 1 -1 0 6 2 4 

7 -1 1 1 -1 1 15 4 5 

8 1 1 1 1 1 6 2 4 

9 0 0 0 0 1 38 29 20 

10 0 0 0 0 1 38 24 15 

11 0 0 0 0 1 39 29 18 
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Figura 9 - Gráficos de pareto obtidos pelo PFF 2
4-1

 mostrando as variáveis (x1, x2, x3, x4) que 

afetam a etapa de extração dos antidiabéticos orais. 

     __________________________ 
     Em que (x1) = volume da amostra, (x2) = diluição da amostra, (x3) = pH da solução tampão, (x4) =  
     número de ciclos de aspirações e ejeções. 
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No planejamento experimental para a etapa de dessorção, ambos os parâmetros 

avaliados (porcentagem de acetonitrila e número de ciclos de aspirações do eluente 

através do cartucho) foram significativos a 95% de confiança, sendo que o melhor 

resultado foi encontrado em maiores porcentagens de acetonitrila e quando um 

maior número de aspirações do eluente através do cartucho foi aplicado (Tabela 12 

e Figura 10). A Figura 11 evidencia que quanto maior a porcentagem de acetonitrila 

e quanto maior o número de ciclos de aspirações do eluente através do cartucho 

maior é a recuperação dos analitos. Entretanto, o uso de 4 ciclos de 100% de 

acetonitrila não seria interessante por dois motivos. O primeiro é o grande volume de 

solvente necessário, no total de 200 µL de acetonitrila. O segundo motivo é que essa 

grande proporção de acetonitrila não permitiria a injeção direta da amostra (analito 

dessorvido na acetonitrila) no cromatógrafo a líquido, necessitanto de uma etapa 

adicional de diluição com água apenas para correção da força da amostra. Ainda, de 

acordo com a curva de níveis dos fármacos (Figura 11), observa-se que com 70% 

de acetonitrila e 3 ciclos de aspiração/ejeção de 50 µL, uma alta recuperação pode 

ser obtida. Nessa condição, no mínimo 70% de recuperação dos fármacos é 

esperado. Além disso, um menor volume de dessorção (150 µL ao invés de 200 µL) 

possibilita maior concentração dos analitos na amostra após dessorção e com isso 

favorece sua detecção no UV. Dessa forma, essas condições (3 x 50 µL de 70% de 

acetonitrila) foram definidas para os próximos testes. 

 
Tabela 12 - Recuperação obtida em cada experimento do PFC 2

2
 e para cada fármaco 

antidiabético oral (clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, glimepirida, GM, e glibenclamida, GB). 

__________________________ 

y1 e y2 representam as variáveis da etapa de dessorção, em que, y1 = proporção de acetonitrila, y2 = 
número de ciclos de aspiração e ejeção. -1 = nível inferior da variável, +1 = nível superior da variável. 

Número do 

experimento 
Replicata 

Variáveis Recuperação (%) 

y1 y2 CL GZ GM GB 

1 1 -1 -1 58 78 81 82 

2 1 1 -1 75 92 102 98 

3 1 -1 1 71 92 100 95 

4 1 1 1 104 106 126 125 

5 2 -1 -1 68 88 87 86 

6 2 1 -1 72 88 99 96 

7 2 -1 1 74 93 100 96 

8 2 1 1 106 105 120 124 
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Figura 10 - Gráficos de pareto obtidos pelo PFC 2
2
 mostrando as variáveis (y1 e y2)  

que afetam a etapa de dessorção dos antidiabéticos orais. 

 

    __________________________ 
    Em que, y1 = proporção de acetonitrila e y2 = número de ciclos de aspiração e ejeção. 

 
Figura 11 – Curva de níveis obtida através do PFC 2². 
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Baseado no planejamento experimental, 100 µL de amostra de plasma foi a 

condição que mostrou maior recuperação. Visando aumentar a detectabilidade dos 

fármacos e permitir sua aplicação em amostras de voluntários, testes univariados 

foram executados. Observou-se que 400 µL de amostra de plasma levam a uma 

maior sensibilidade, aumentando a área dos picos cromatográficos dos fármacos em 

média de 2,13 vezes (de 105 para 225 quando 20 µL foram injetados). A 

recuperação dos analitos usando 400 µL de amostra, por sua vez, foi reduzida de 

116% para 58% (em média).  

 

Em seguida, foram realizadas análises utilizando 400 µL de amostra de plasma 

humano fortificado com CL, GZ, GM e GB a 100 ng mL-1 com o objetivo de avaliar a 

se esse volume seria adequado ao método bioanalítico, tendo em vista as baixas 

concentrações plasmáticas desses analitos em usuários dos antidiabéticos orais. 

Apesar da redução da recuperação pela metade, o maior volume de amostra (400 

µL) foi escolhido porque permitiu melhor detecção de todos os analitos (CL, GZ, GM 

e GB) mesmo em concentrações baixas (Figura 12).  

 

Figura 12 – Cromatogramas do plasma branco, solução padrão 100 ng mL
-1

  e amostra de 
plasma humano fortificado a 100 ng mL

-1
 usados na avaliação do volume de amostra que 

permitiria adequada sensibilidade ao método. 
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Nota-se pela Figura 12 que GM a 100 ng mL-1 poderia ser quantificada por este 

método, uma vez que não há picos intereferentes no mesmo tempo de retenção e a 

relação sinal ruído é superior a 10. Devido à grande interferência no tempo de 

retenção da GB e a sua baixa concentração plasmática normalmente encontrada em 

humanos, a aplicação do método para quantificação desse fármaco não seria 

possível. Com base neste resultado e levando-se em consideração a similaridade 

entre os quatro fármacos estudados, a GB foi definida como PI. Além disso, é 

importante ressaltar que como os fármacos antidiabéticos orais em estudo não são 

administrados simultaneamente na terapêutica. Dessa forma, GB não estará 

presente em amostras de pacientes usuários dos demais fármacos (CL, GZ e GM) e, 

portanto, é adequada como PI. Para os fármacos CL e GZ foram observados alguns 

picos interferentes que prejudicariam a suas respectivas quantificações na 

concentração 100 ng mL-1. Por isso, optou-se por aumentar a concentração do limite 

inferior da faixa de trabalho de CL e GZ para 1000 ng mL-1. Essa concentração de 

CL e GZ pode ser encontrada em amostras de pacientes (conforme Cmax descrito no 

item 2.1.1.1). O aumento do LIQ de CL e GZ permitiu obter relação sinal ruído 

superior a 10. 

 

Assim, o procedimento definido para a extração foi: amostra de plasma humano 

fortificado com solução de trabalho do PI na proporção 400:20 (v/v) foram agitados 

vigorosamente por 30 s e centrifugados a 480 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante 

foi filtrado em membrana de 0,45 µm e transferido para um tubo limpo. Depois, 420 

µL de plasma contendo o PI foram pipetados e diluídos com 780 µL de tampão 

citrato pH 2,5 (1:2). A amostra com tampão foi agitada por 1 min antes da etapa de 

extração. Em seguida, a amostra foi manualmente aspirada e ejetada pelo sorvente 

do MEPS (10 ciclos de 100 µL). Na sequência, o sorvente foi lavado com água (4 x 

100 µL) para remover interferentes e os analitos foram dessorvidos com 150 µL de 

70% de acetonitrila em água (3 x 50 µL). Antes de ser reutilizado, o sorvente foi 

lavado/recondicionado com 4 x 100 µL de acetonitrila pura seguido por 4 x 100 µL de 

água ultrapura.  

 

O tempo de preparo de cada amostra foi de cerca de 10 minutos. O processo pelo 

modo offline mostrou ser reativamente lento quando comparado com dados da 

literatura para MEPS online e quando técnicas mais sensíveis como LC-MS/MS são 
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empregadas. Menores volumes de amostra e solventes (do que os obtidos neste 

trabalho), possivelmente, seriam necessários caso uma técnica de detecção mais 

sensível fosse utilizada. Nesse caso, um menor número de ciclos provavelmente 

poderia ser empregado, com consequente diminuição do tempo de análise. O uso do 

dispositivo MEPS online, a princípio, também tornaria o método mais rápido, pois as 

etapas de preparo de amostra e separação cromatográfica poderiam ser executadas 

ao mesmo tempo. Outra vantagem do dispositivo MEPS online em relação ao modo 

offline é a possibilidade de programação de todo o processo. Isso permite um 

adequado ajuste do fluxo da amostra e soluções pelo MEPS, facilitando a eluição e 

evitando erros de manipulação. Entretanto, o método desenvolvido mostrou grandes 

vantagens em relação as técnicas convencionais de preparo de amostra, tais como 

praticidade e eficiência na retirada de interferentes da matriz. 

 

5.3 Validação do método bioanalítico 

 

5.3.1 Seletividade 

 

Picos interferentes no mesmo tempo de retenção dos analitos de interesse (CL, GZ 

e GM) mostraram respostas (área do pico) menores que 20% da área obtida com 

amostras na concentração do LIQ. De forma semelhante, picos interferentes 

próximos ao tempo de retenção do PI mostraram resposta menor que 5%. Na Figura 

13, é apresentada a sobreposição dos cromatogramas obtidos da amostra branco e 

amostras de plasma fortificado na concentração do LIQ e nas diferentes matrizes 

(Normal 1, Normal 2, Normal 3, Normal 4, Lipêmico, Hemolisado Ha e Hemolisado 

Hb). Nota-se que em nenhuma das amostras foram observados muitos picos 

interferentes no mesmo tempo de retenção dos analitos. 

 

Objetivando identificar os picos de CL, GZ, GM e GB, espectros na região do UV de 

amostras fortificadas no nível de concentração do LIQ foram obtidos e comparados 

com os espectros de soluções padrão no nível de CQB (Figura 14). A similaridade 

entre os espectros das amostras e dos padrões permitiram a identificação dos picos 

dos fármacos e a confirmação da seletividade do método. 
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Figura 13 – Cromatogramas obtidos a partir de plasma branco e amostras de plasma fortificadas com os fármacos  

clorpropamida (CL), gliclazida (GZ) e glimepirida (GM) para fins de teste seletividade. 

 

/continua 
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Figura 13 (Continuação e conclusão) 
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Figura 14 – Espectros UV obtidos de uma amostra fortificada com clorpropamida (CL), 

gliclazida (GZ), glimepirida (GM) e glibenclamida (GB) no nível LIQ e os respectivos espectros 
obtidos pelas soluções padrão na concentração de CQB. 

 

 

5.3.2 Efeito residual 

 

Conforme apresentado na Figura 15, todas as injeções do plasma branco, antes e 

depois da injeção do plasma fortificado na concentração do LSQ, foram 

semelhantes. Além disso, as respostas dos picos interferentes foram menores que 

20% que as respostas do plasma fortificado na concentração do LIQ para CL, GZ e 

GM, e menor que 5% para o PI (Figura 16). 
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Figura 15 – Cromatogramas das injeções da amostra branco, sendo a primeira injeção do 

branco antes da injeção do LSQ e a segunda e a terceira injeções do branco após a injeção do 
LSQ. 

 

Figura 16 – Cromatogramas da primeira injeção do branco e do LIQ 
(em que CL = clorpropamida, GZ = gliclazida, GM = glimepirida e GB = glibenclamida). 
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5.3.3 Linearidade 

 

Todas as curvas de calibração (y = ax + b) obtidas em plasma humano para CL, GZ 

e GM pela construção do gráfico concentração do fármaco (x, µg mL -1) versos razão 

entre a resposta da área do pico do fármaco (CL, GZ ou GM) e a resposta da área 

do pico do PI (y) foram lineares na faixa testada para cada analito (Tabela 13). De 

acordo com a legislação vigente, padrões da curva de calibração são aceitos quando 

um desvio da concentração nominal é menor que 20% para LIQ e 15% para outros 

níveis. Pelo menos 75% das respostas dos padrões de calibração mostraram seguir 

esse critério. Os resultados do método proposto satisfizeram aos requisitos. Além 

disso, os coeficientes de determinação (r²) foram maiores que 0,9903.  

 

Tabela 13 - Parâmetros de linearidade obtidos para cada fármaco antidiabético oral 

(clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, e glimepirida, GM). 

Analito 
Dia de 

análise 

Faixa de trabalho 

(µg mL -1) 

Inclinação 

da reta (a) 

Intercepto 

(b) 
r² 

CL 

1 

1,0 – 50,0 

0,0675 0,0119 0,9994 

2 0,0726 –0,0128 0,9980 

3 0,0740 0,0193 0,9973 

GZ 

1 

1,0 – 10,0 

0,0647 0,0056 0,9973 

2 0,0670 0,0052 0,9936 

3 0,0667 -0,0010 0,9985 

GM 

1 

0,1 – 1,0 

0,0811 0,0044 0,9957 

2 0,0832 -0,0024 0,9903 

3 0,0838 -0,0031 0,9953 

 

5.3.4 Precisão e Exatidão 

 

Os resultados obtidos nos testes de precisão e exatidão (intracorrida e intercorrida) 

são apresentados na Tabela 14. Todos os valores foram menores que o limite de 

20% para LIQ e 15% para os níveis CQB, CQM, CQA e CQD. O maior valor obtido 
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no teste precisão foi de 14,4% quando amostras de CQB foram analisadas (no 

segundo dia de análise e para o analito CL). No teste de exatidão foram observados 

desvios de até -17,8% (dia 1, CL) e 14,7% (dia 3, CL no nível CQB) em relação ao 

valor nominal das amostras de LIQ e das amostras de controle de qualidade, 

respectivamente. 

 

Alguns desvios em relação ao valor nominal no teste de exatidão (calculado como 

erro padrão relativo, ERP, conforme RDC 27/2012) foram negativos, indicando que 

algumas amostras apresentam concentração inferior à nominal, e, portanto, a 

exatidão é inferior a 100%. Da mesma forma, os valores positivos significam que 

algumas amostras testadas apresentaram concentração superior ao nominal, logo, a 

exatidão é maior que 100%. 
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Tabela 14 - Resultados obtidos nos testes de precisão e exatidão para os fármacos antidiabéticos orais (clorpropamida, CL, gliclazida, GZ, e 

glimepirida, GM). 

Analito 
Nível de 

concentração 

Precisão (DPR%) Exatidão (EPR%) 

Intracorrida 
Intercorrida 

Intracorrida 
Intercorrida 

Dia 1* Dia 2* Dia 3* Dia 1* Dia 2* Dia 3* 

CL 

LIQ 3,8 5,7 3,8 11,3 -17,8 -14,6 6,8 8,5 

CQB 5,5 14,4 3,0 9,4 4,5 9,2 14,7 -9,5 

CQM 1,0 4,0 5,6 5,6 -6,1 2,4 -6,6 3,4 

CQA 1,0 4,7 4,3 3,8 -6,3 -4,3 -8,2 6,3 

CQD 4,9 2,9 2,3 8,4 -9,1 8,8 -3,3 1,2 

GZ 

LIQ 1,9 8,2 6,7 10,0 -5,5 10,5 -7,3 0,8 

CQB 1,4 3,7 2,1 6,3 -14,4 0,5 -6,8 6,9 

CQM 0,8 8,1 4,2 8,5 -2,7 8,7 -7,8 0,6 

CQA 1,2 3,3 2,6 4,4 -2,8 -1,0 -9,7 4,5 

CQD 7,7 2,2 2,3 9,0 -0,4 14,5 -1,0 -4,4 

GM 

LIQ 5,1 5,2 12,1 7,6 -16,1 -6,1 -14,8 12,3 

CQB 2,2 2,6 1,8 5,5 -8,3 1,7 -10,4 5,7 

CQM 1,8 9,2 0,8 8,2 -8,4 6,7 -7,8 3,2 

CQA 1,0 5,6 0,8 5,4 -3,3 1,0 -10,3 4,2 

CQD 3,0 1,0 0,5 6,7 10,2 9,9 -2,4 -5,9 

__________________________ 

*Cada valor é a média de 5 valores independentes.  
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5.3.5 Recuperação 

 

A Tabela 15 mostra os resultados da recuperação dos analitos. Kim et al. (2004) 

compararam diferentes técnicas de preparo de amostra na análise de GM em 

plasma humano. De acordo com estes autores a recuperação a 200 µg mL-1 foi de 

77,1% e 85,4% quando LLE e SPE foram utilizados, respectivamente80. Conforme 

descrito na Tabela 15, a recuperação média da GM a 300 µg mL-1 (CQB) foi 71,9%, 

valores aproximados dos encontrados no trabalho de Kim et al. (2004) para LLE e 

para SPE. 

 

Tabela 15 - Recuperação da clorpropamida (CL), gliclazida (GZ), glimepirida (GM) e do PI 
glibenclamida (GB) de acordo com o nível de concentração. 

Analito 
Nível de 

concentração 
Recuperação (%)* DPR (%) 

CL 

CQB 45,8 0,02 

CQM 37,2 0,07 

CQA 46,7 0,44 

GZ 

CQB 59,4 0,31 

CQM 50,2 0,18 

CQA 52,6 0,59 

GM 

CQB 71,9 3,25 

CQM 50,6 0,15 

CQA 49,3 0,56 

GB (PI) - 50,4 0,33 

__________________________ 

* Cada valor é a média de 3 valores (injeções diferentes da mesma amostra extraída). 

 

Os dados da Tabela 15 estão de acordo com a recuperação obtida quando 400 µL, 

ao invés de 100 µL, foi usado na otimização do MEPS. Valores de recuperação 

próximos a 100% e valores inclusive superiores aos encontrados na literatura 

(conforme Tabela 3) poderiam ser obtidos (em outras condições, como mostrado na 

Figura 11) utilizando MEPS como técnica de preparo de amostra. Entretanto, 

visando aumentar a sensibilidade do método e permitir sua aplicação em amostras 

de pacientes, 400 µL foi escolhido. Como consequência a recuperação foi menor, 
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porém a área aumentou e isso possibilitou a quantificação dos fármacos em 

amostras de plasma de voluntários. 

 

Na Tabela 15 observa-se também que a recuperação do PI foi semelhante à dos 

fármacos CL, GZ e GM. Isso mostra que os quatro analitos se comportam de forma 

parecida durante a extração pelo MEPS, e portanto, GB é um adequado PI. 

 

5.3.6 Estabilidade 

 

Na Tabela 16 são apresentados os resultados obtidos para a estabilidade dos 

fármacos CL, GZ e GM em plasma humano. Observa-se que todos os resultados 

obtidos para CQB e CQA atenderam ao limite máximo de desvio de 15% da média 

das concentrações obtidas em relação ao valor nominal, conforme determinado na 

legislação vigente. Dessa forma, os analitos são estáveis nas condições testadas. 

 

Tabela 16 – Estabilidade dos fármacos clorpropamida (CL), glimepirida (GM) e gliclazida (GZ) 

em plasma humano. 

Estabilidade Fármaco 

EPR obtido em cada 

concentração* 

CQB CQA 

Curta duração 

CL 0,0356 -0,0429 

GZ 0,0774 0,0384 

GM -0,2138 -0,1661 

Após ciclos 

congelamento / 

descongelamento 

CL -0,0306 0,0590 

GZ 0,0723 0,1781 

GM -0,2392 -0,1198 

Pós-processamento 

CL 0,0803 0,0584 

GZ 0,0778 0,0622 

GM -0,0963 -0,0629 

Longa duração 

CL -0,2126 -0,0925 

GZ 0,0411 -0,0465 

GM -0,2334 -0,1604 

__________________________ 

* EPR = erro padrão relativo. 
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Além disso, as soluções de maior e menor concentração mostraram ser estáveis por 

pelo menos 40 dias e a 4 °C (com exceção da solução estoque mais concentrada da 

CL), pois não se observou desvio superior a 10% das respostas obtidas a partir das 

soluções armazenadas em relação às respostas das soluções recém preparadas. A 

solução estoque mais concentrada da CL foi estável por 33 dias, atendendo aos 

critérios citados. As soluções estoques e de trabalho do PI foram estáveis também 

por 33 dias. 

 

5.4 Aplicação do método 

 

Após ser validado, o método foi aplicado a três amostras de voluntários que fizeram 

uso de cada um dos fármacos. Os tempos de coleta foram escolhidos de acordo 

com dados da literatura (descritos no item 2.1.1.1). Optou-se por realizar a coleta 

próximo ao tmax de cada fármaco após administração da dose recomendada para 

cada um (também descrita no item 2.1.1.1). A concentração de CL foi de 20,9 µg  

mL-1, sendo que essa amostra foi coletada 2 h após a administração de um 

comprimido contendo 250 mg do fármaco. Na outra amostra, 5,8 µg mL-1 de GZ foi 

encontrado após 6 horas da administração de 90 mg via oral. A terceira amostra, por 

sua vez, foi coletada 3 h após a administração de comprimido contendo 4 mg de 

GM, na qual foi encontrado 0,3 µg mL-1 do fármaco na amostra de plasma. A Figura 

17 mostra os cromatogramas dos fármacos CL, GZ e GM obtidos pela aplicação do 

método em amostras de voluntários. 
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos na análise de três amostras de  

voluntários que fizeram uso dos fármacos antidiabéticos orais clorpropamida (CL),  
gliclazida (GZ) e glimepirida (GM). 
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6 CONCLUSÃO 

 

O planejamento experimental usado nas etapas de extração e dessorção orientou a 

seleção racional dos melhores níveis para cada parâmetro e suas possíveis 

interações, sendo necessários relativamente poucos experimentos. 

 

MEPS mostrou ser uma técnica adequada para o preparo de amostras de plasma 

contendo os fármacos antidiabéticos orais clorpropamida, gliclazida e glimepirida a 

apartir de volumes relativamente pequenos e empregando quantidades reduzidas de 

solventes orgânicos comparativamente às técnicas convencionais. Além disso, cada 

cartucho foi reutilizado por até 125 vezes, uma grande vantagem econômica quando 

comparada à técnica SPE. Também, o método desenvolvido permitiu a 

concentração dos fármacos antidiabéticos orais em amostras de plasma, sem 

necessitar de uma etapa adicional, como a evaporação de solventes, que é 

comumente usada. Também, MEPS associou extração e limpeza da amostra em 

apenas uma etapa. O procedimento de extração pelo MEPS mostrou ser prático e 

levou a altos valores de recuperação dos analitos. Ademais, os interferentes foram 

adequadamente retirados da matriz. 

 

O uso de uma coluna de núcleo fundido permitiu o desenvolvimento de uma corrida 

cromatográfica rápida com adequada separação dos fármacos em menos de 2,2 

min. O método desenvolvido foi validado e mostrou ser adequado para aplicação em 

amostras de plasma humano. 

 

Dessa forma, um método eficiente e simples foi desenvolvido e validado para a 

determinação simultânea de clorpropamida, gliclazida e glimepirida em plasma 

humano. MEPS mostrou ser uma técnica moderna com grandes vantagens frente às 

demais técnicas. 
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