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RESUMO 

 
BARROS, L. S. R. Avaliação de microtécnicas de extração para análise de 
lamotrigina em plasma de pacientes epilépticos por eletroforese capilar. 2016. 
98f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 
A lamotrigina (LTG) é um fármaco pertencente à classe das feniltriazinas utilizado no 
tratamento de crises epilépticas generalizadas e focais e no tratamento adjunto da 
epilepsia refratária. Devido à alta variabilidade interindividual, às interações 
medicamentosas e aos efeitos adversos apresentados durante a administração da 
LTG, a monitorização terapêutica nos pacientes que fazem uso deste fármaco é 
necessária para ajuste de dose individual e evitar os efeitos adversos. Assim, o 
objetivo deste trabalho foi a avaliação de duas técnicas de microextração: a 
microextração em fase líquida com fibras ocas (HF-LPME) e a microextração líquido-
líquido dispersiva (DLLME) para análise da lamotrigina em amostras de plasma de 
pacientes epilépticos. Primeiramente foram definidas as condições eletroforéticas: foi 
utilizado um capilar de sílica fundida de 75 µm de diâmetro interno e 50 cm de 
comprimento efetivo. O eletrólito de corrida (BGE) foi composto por ácido 2-
morfolinoetanosulfônico (MES), na concentração de 130 mmol L-1 e pH 5,0. As 
análises foram realizadas à temperatura de 20°C e tensão de 15 kV. A amostra foi 
injetada hidrodinamicamente (0,5 psi por 10 s) e a detecção foi feita em 214 nm. 
Nestas condições a LTG e o padrão interno (PI), lidocaína, puderam ser analisados 
em menos de 7 minutos. A HF-LPME foi avaliada no modo de 3 fases, usando 500 
µL de plasma e 3,5 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0 como fase 
doadora. O solvente utilizado para impregnar a fibra foi o 1-octanol. Como fase 
aceptora foram utilizados 60 µL de solução de ácido clorídrico pH 4,0.  Para 
avaliação da DLLME, foi necessária uma etapa de pré-tratamento da amostra (500 
µL de plasma) com 1 mL de acetonitrila. Após isto, 1,3 mL do sobrenadante foram 
adicionados a 4 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0 e 120 µL de 
clorofórmio (solvente extrator) foram injetados nesta amostra aquosa e 165 µL de 
fase sedimentada foram recuperados. As características de desempenho analítico 
para ambos os métodos foram avaliadas, sendo obtida linearidade na faixa de 
concentração plasmática de 1-20 µg/mL e limite inferior de quantificação (LIQ) de 1 
µg mL-1. Os ensaios de precisão e exatidão apresentaram valores de acordo com os 
guias oficiais. Além disso, os métodos foram seletivos, não apresentaram efeito 
residual e as amostras foram estáveis. Os valores de recuperação foram de 54,3 e 
23% para HF-LPME e DLLME, respectivamente. Os métodos validados foram 
aplicados com sucesso em amostras de plasma de pacientes epilépticos em 
tratamento com a LTG. Além disso, as duas técnicas foram comparadas e a HF-
LPME apresentou vantagens em relação à DLLME, mostrando ser uma técnica 
promissora para análise de matrizes complexas, com reduzido consumo de solvente 
orgânico e possibilidade de automação. 
 
 
 
Palavras-chave: lamotrigina, eletroforese capilar, plasma, microextração em fase 
líquida com fibras ocas, microextração líquido líquido dispersiva. 
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ABSTRACT 

 
BARROS, L. S. R. Evaluation of microextraction techniques to analysis of 
lamotrigine in plasma samples of epileptic patients by capillary 
electrophoresis. 2016. 98f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2016.  
 
Lamotrigine (LTG) is an antiepileptic drug, which belongs to the class of 

phenyltriazine that can be used in the treatment of new-onset and refractory epilepsy. 

Due to its high interindividual variability, drug interactions and the adverse effects 

presented during the LTG administration, therapeutic drug monitoring is very 

important to dose adjustment and to avoid toxicity effects. Thus, the goal of this study 

was to develop and validate two microextraction techniques: the hollow fiber liquid-

phase microextraction (HF-LPME) and the dispersive liquid-liquid microextraction 

(DLLME) to analyze LTG in plasma samples of epileptic patients. First of all, the 

eletroforetic conditions were optimized. A fused-silica uncoated capillary with 75 µm 

internal diameter, and 50 cm effective length was used. The 2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid (MES) 130 mmol L-1  pH 5.0 was chosen as 

background electrolyte (BGE). The temperature and the voltage were kept constant 

at 20°C and 15 kV respectively. For sample injection, hydrodynamic injection mode 

was used, with a pressure of 0.5 psi applied for 10 s. The wavelength was set at 214 

nm. Under final conditions, LTG and the internal standard (IS) lidocaine were 

analyzed in less than 7 minutes. HF-LPME was evaluated in the three phase mode. 

The analyte was extracted from 4.0 mL of a basic donor phase (composed of 500 µL 

of plasma and 3.5 mL of sodium phosphate solution 50 mmol L-1 pH 9.0) into an 

organic phase composed of 1-octanol immobilized in the pores of the hollow fiber, 

and further into an acidic acceptor phase (hydrochloric acid solution pH 4.0) placed in 

the lumen of the fiber. To evaluate DLLME, the plasma samples were pretreated to 

remove the proteins, and 500 µL of plasma sample was mixed with 1 mL of 

acetonitrile. After that, 1,3 mL of the upper layer was added to 4 mL of sodium 

phosphate solution 50 mmol L-1 pH 9.0, and 120 µL of chloroform (extracting solvent) 

was rapidly injected in the aqueous sample and 165 µL of the sedimented phase was 

collected. Under the optimized conditions, both methods were linear over the 

plasmatic concentration range of 1.0–20.0 µg mL-1 and the lower limit of 

quantification (LLOQ) was 1.0 µg mL-1. Both methods showed good precision, 

accuracy, selectivity to LTG, with no carryover and the samples were stable under 

the studied conditions. The recovery were 54,3 and 23% to HF-LPME and DLLME 

respectively. The validated methods were successfully applied for the quantification 

of LTG in plasma samples of epileptic patients. The techniques were compared and 

HF-LPME was more advantageous for being more suitable to analysis of complex 

matrices using small amount of organic solvent, and also can be automated.  

Keywords: lamotrigine, capillary electrophoresis, human plasma, hollow fiber liquid-
phase microextraction, dispersive liquid-liquid microextraction. 
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“Todas as vitórias ocultam uma abdicação”  

(Simone de Beauvoir) 
 

 

Introdução 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epilepsia  

 

 A epilepsia é uma desordem neurológica caracterizada pela predisposição a 

geração de crises epilépticas. Estas crises são ocorrências transientes e 

imprevisíveis de sinais e/ou sintomas devido à atividade neuronal anormal e 

excessiva (FISHER et al., 2005). A epilepsia afeta cerca de 65 milhões de pessoas 

no mundo (MOSHÉ et al., 2015) e sua etiologia pode ser classificada em: genética, 

quando as crises são resultado direto de um defeito genético; estrutural/metabólica, 

que envolvem lesões do tipo derrame, traumatismo e infecção; ou de causa 

desconhecida (BERG et al., 2010). Os pacientes com essa desordem podem sofrer 

discriminação, falta de compreensão de outras pessoas e dificuldade de viver com 

uma doença imprevisível que pode comprometer as atividades diárias (MOSHÉ et 

al., 2015). 

As crises epilépticas podem ser englobadas em três categorias principais 

denominadas generalizadas, focais ou desconhecidas. As crises generalizadas são 

caracterizadas por início rápido, com comprometimento da rede de neurônios de 

ambos os hemisférios cerebrais (BERG et al., 2010) e perda imediata da consciência 

como uma de suas características mais marcantes (RANG et al., 2008); as crises 

focais ocorrem em apenas um dos hemisférios cerebrais, entretanto, podem 

abranger mais de uma rede de neurônios e, consequentemente, gerar mais de um 

tipo de crise, porém cada qual possui seu próprio sítio de iniciação da crise (BERG 

et al., 2010) e as crises desconhecidas, que são assim chamadas por não haver 

evidências suficientes para caracterizar a crise como focal ou generalizada (MOSHÉ 

et al., 2015). Elas podem diferir entre si de acordo com a localização onde são 

desencadeadas no cérebro, padrões de propagação, maturidade cerebral, 

medicamentos usados pelos pacientes, dentre outros fatores. Essas crises podem 

afetar as funções motoras, sensoriais e/ou autônomas, bem como a consciência, 

estado emocional, memória, cognição e/ou comportamento. É importante lembrar 

que nem todos os tipos de crise afetam todas essas funções, mas influenciam em 

pelo menos uma delas (FISHER et al., 2005). Os sintomas podem ganhar a forma 

de um breve lapso de atenção à convulsão com duração de alguns minutos, bem 

como sensações ou comportamentos estranhos (RANG et al., 2008).  
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O diagnóstico da epilepsia é crítico, pois dificilmente um paciente tem uma 

crise epiléptica no primeiro contato com o médico, desse modo, o relato de parentes 

sobre os sintomas apresentados no momento da crise é de grande importância 

(OGUNI, 2004). Juntamente com esses relatos, o diagnóstico da epilepsia está 

relacionado com o histórico pessoal e familiar, sintomas apresentados, idade em que 

surgem as crises e estado cognitivo e neurológico do paciente (MOSHÉ et al., 2015). 

Além disso, exames podem auxiliar no diagnóstico, como o eletroencefalograma, 

para identificar a atividade neurológica anormal, tomografia computadorizada e 

ressonância magnética para determinação de anormalidades cerebrais (OGUNI, 

2004).  

O tratamento é comumente feito com fármacos antiepilépticos que visam inibir 

a descarga neuronal anômala, mas não conseguem corrigir a causa subjacente, 

sendo eficazes em controlar cerca de 75% dos casos (RANG et al., 2008). Esses 

fármacos são escolhidos de acordo com o tipo de crise, idade e sexo do paciente, 

efeitos adversos apresentados, potencial de interação medicamentosa, dentre outros 

fatores (MOSHÉ et al., 2015). Apesar da monoterapia ser a principal escolha para o 

tratamento das crises por evitar interações medicamentosas, muitos pacientes 

necessitam da administração simultânea de mais de um fármaco antiepiléptico para 

alcançar melhor controle clínico da doença. Porém, a administração de vários 

antiepilépticos geralmente leva a mudanças nas interações farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas, com aumento de possíveis manifestações de efeitos adversos 

(PUCCI; RAGGI, 2005). Por exemplo, há a necessidade do aumento da dose da 

LTG quando o paciente se encontra em tratamento com carbamazepina, fenitoína, 

fenobarbital e/ou primidona, pois estes são indutores enzimáticos (LANÇAS; 

SOZZA; QUEIROZ, 2003). Além do tratamento com fármacos antiepilépticos, a 

cirurgia também pode ser realizada em casos graves e especiais (MOSHÉ et al., 

2015). Sendo assim, o tratamento deve ser realizado com base nos riscos e 

benefícios ao paciente (OGUNI, 2004). 

 

1.2 Lamotrigina  

 

 Atualmente, há vários fármacos antiepilépticos que podem ser usados no 

controle das crises epiléticas. A carbamazepina, a fenitoína, o ácido valpróico, o 

fenobarbital, a primidona e a etossuximida são exemplos dos primeiros 
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antiepilépticos empregados na terapia e ainda continuam em uso (ST. LOUIS; 

ROSENFELD; BRAMLEY, 2009). Já a lamotrigina (LTG), o felbamato, a 

gabapentina, o topiramato, a tiagabina, a oxcarbazepina, o levetiracetam, a 

zonisamida e a pregabalina foram lançados no início dos anos 90 e fazem parte dos 

antiepilépticos de segunda geração, e, mais recentemente, foram lançadas a 

lacosamida e a rufinamida, de terceira geração (ST. LOUIS; ROSENFELD; 

BRAMLEY, 2009). A procura por novos fármacos antiepilépticos tem por objetivo 

promover a segurança do seu uso, com menos efeitos adversos, menos interações 

medicamentosas e que possam ser empregados em monoterapia (ST. LOUIS; 

ROSENFELD; BRAMLEY, 2009). 

 

 

 

 A LTG (Figura 1) é um fármaco pertencente à classe das feniltriazinas 

(PUCCI et al., 2005). É eficaz no tratamento de crises epilépticas generalizadas e 

focais, no tratamento adjunto da epilepsia refratária (PUCCI et al., 2005; KIM et al., 

2015), pode ser empregada como estabilizador de humor em pacientes com 

transtorno bipolar (SARACINO et al., 2007; MORGAN et al., 2011; KIM et al., 2015; 

NIKOLAOU et al., 2015) e no tratamento da síndrome de Lennox-Gastaut (KIM et al., 

2015; MOSHÉ et al., 2015). Além disso, estudos demonstraram que a LTG pode ser 

eficaz no tratamento a dependência de cocaína, álcool e inalantes (ZALEWSKA-

KASZUBSKA et al., 2015). 

A LTG é comercializada sob a denominação de Lamictal, é quimicamente 

designada como 6-(2,3 diclorofenil)-1,2,4-triazina-3,5-diamina, apresenta a fórmula 

molecular C9H7N5Cl2 e massa molar de 256,09 g mol-1. Apresenta-se sob a forma de 

um pó com coloração que varia do branco ao creme. Possui valor de pKa de 5,7, é 

Figura 1 - Estrutura química da LTG 
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pouco solúvel em solução de ácido clorídrido 0,1 mol L-1  (4,1 mg mL-1 a 25°C) e 

pouco solúvel em água (0,17 mg mL-1 a 25°C) (Food and Drug Administration, 2005). 

O valor de seu coeficiente de partição (log P) octanol:água é 1,19 em pH 7,6 

(DICKINS; CHEN, 2002). 

O seu mecanismo de ação não está totalmente elucidado, porém, 

provavelmente, sua ação ocorre devido ao bloqueio dos canais de sódio voltagem 

dependente (BRODIE et al., 2011; SARACINO et al., 2007; CHENG; CHOU; HU, 

2005): o fármaco interage com esses canais mantendo-os inativados por mais 

tempo, o que reduz a capacidade dos neurônios de disparar em alta frequência 

(MCNAMARA, 2007) devido à inibição da liberação de neurotransmissores 

excitatórios (BRODIE et al., 2011; SARACINO et al., 2007) como glutamato e 

aspartato (CHENG; CHOU; HU, 2005).  

Sua administração é por via oral e os comprimidos estão disponíveis nas 

dosagens de 25, 100, 150 e 200 mg (Food and Drug Administration, 2005). A dose 

diária varia entre 25 a 400 mg (PUCCI et al., 2005). A faixa de concentração 

plasmática não é bem definida, alguns autores relatam que concentrações entre 1 – 

4 μg mL-1 são mais comuns, porém em alguns casos concentrações acima de 10 μg 

mL-1 são observados (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002; SARACINO et al., 

2007; NIKOLAOU et al., 2015; KIM et al., 2015). O pico de concentração plasmática 

ocorre entre 1 a 5 horas após administração oral (SARACINO et al., 2007; KIM et al., 

2015) e cerca de 55% é ligada às proteínas plasmáticas (THEURILLAT; KUHN; 

THORMANN, 2002; NIKOLAOU et al., 2015). Sua biodisponibilidade é de 98%, 

apresenta absorção linearmente relacionada à dose (cinética linear) e não é afetada 

pela presença de alimentos (PUCCI et al., 2005). Sua meia-vida plasmática é de 

aproximadamente 25 horas, a qual pode ser aumentada para 60 horas na presença 

de inibidores enzimáticos como o ácido valpróico, ou diminuída para 15 horas na 

presença de indutores enzimáticos como a carbamazepina, a fenitoína e o 

fenobarbital (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002). Sua biotransformação é 

extensivamente realizada via glucuronidação hepática pela uridina 5’-difosfato-

glicuronil transferase (UGT1A4) (CHENG; CHOU; HU, 2005; NIKOLAOU et al., 

2015) e dá origem ao seu principal metabólito, lamotrigina 2-N-glucuronido, o qual é 

inativo (SARACINO et al., 2007) e sua eliminação é renal (THEURILLAT; KUHN; 

THORMANN, 2002; NIKOLAOU et al., 2015). 
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A incidência de toxicidade está relacionada ao aumento significante das 

concentrações séricas acima de 15 μg mL-1 (ALDAZ et al., 2011). Os efeitos 

adversos mais observados relacionados ao tratamento com a LTG em monoterapia 

são tontura, ataxia, sonolência, dor de cabeça, diplopia, visão borrada, náusea, 

vômito e rash cutâneo (SARACINO et al., 2007; HEYMAN et al., 2012).  

Devido à alta variabilidade interindividual (SARACINO et al., 2007), às 

interações medicamentosas (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 20022) e aos 

efeitos adversos apresentados, o desenvolvimento de metodologias confiáveis, 

rápidas e simples é importante para realizar a monitorização terapêutica da LTG em 

plasma de pacientes em tratamento para ajuste de dose individual e evitar os efeitos 

adversos (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002). 

Alguns métodos já foram descritos na literatura para a quantificação da LTG 

(Tabela 1), utilizando uma ampla variedade de técnicas analíticas. Dentre elas estão 

a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC do inglês, high performance liquid 

chromatography), cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

sequencial (LC-MS/MS do inglês, liquid chromatography-mass spectrometry/mass 

spectrometry), cromatografia gasosa (GC do inglês, gas chromatography), 

eletroforese capilar (CE do inglês, capillary electrophoresis) e a cromatografia 

eletrocinética micelar (MEKC do inglês, micellar electrokinetic chromatography). 

Esses métodos usaram como técnica de preparo de amostra a precipitação de 

proteínas, a extração líquido-líquido (LLE do inglês, liquid liquid extraction) e a 

extração em fase sólida (SPE do inglês, solid phase extraction). No entanto, a LLE 

apresenta algumas desvantagens como tendência à formação de emulsão, baixo 

potencial de automação, necessita de uma grande quantidade de solventes 

orgânicos de alta pureza, os quais são caros e tóxicos, o que gera resíduos 

perigosos (ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; WILLE; LAMBERT, 2007). Já na 

SPE há a necessidade do uso de cartuchos que são caros, apresenta problemas na 

reprodutibilidade devido à diferença entre os lotes de adsorventes (WILLE; 

LAMBERT, 2007), utiliza altas quantidades de solventes (da ordem de mililitros) e 

durante o processo com amostras reais o cartucho pode sofrer entupimento 

(MORADI; YAMINI; BAHERI, 2011). 
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Tabela 1 - Análise da LTG em amostras biológicas 

Autores 
Técnica 

de 
análise 

Tipo de 
extração 

Matriz 
Volume da 

amostra 
Limite de 

quantificação 

Shihabi; Oles, 
1996 
 

CE e 
HPLC 

Precipitação 
proteica 

Plasma  50 µL 0,5 µg mL-1 

Theurillat; 
Kuhn; 
Thormann, 
2002 
 

CE Precipitação 
proteica 

Plasma  50 µL <1 µg mL-1 

Zheng et al., 
2004 
 

CE-MS Precipitação 
proteica 

Plasma  100 µL 0,1 µg mL-1 

Pucci et al., 
2005 
 

MEKC SPE Plasma 
e urina 

250 µL 1 µg mL-1 

Saracino et al., 
2007 
 

HPLC Precipitação 
proteica 

Plasma 150 µL 0,1 µg mL-1 

  Hotha et al.,             
2011 

 

LC-
MS/MS  

LLE Plasma 100 µL 2 ng mL-1 

Morgan et al., 
2011 
 

HPLC LLE Plasma  50 µL 0,1 µg mL-1 

Shibata et al., 
2012 

LC-
MS/MS 

Precipitação 
proteica 

Plasma 50 µL 1,2 µg mL-1 

 
Nikolaou et al., 
2015 

 
GC 

 
SPE 

 
Sangue 

total 

200 µL  
0,5 µg mL-1 

 

Assim, devido às desvantagens das técnicas mais tradicionais de preparo de 

amostra, as pesquisas nesta área tem sido focadas em melhorar esta etapa analítica 

com o intuito de simplificar, miniaturizar e automatizar esse procedimento. Outra 

questão em foco é a redução do consumo de solventes orgânicos tóxicos e o 

desenvolvimento de procedimentos menos danosos ao meio ambiente sem perder o 

compromisso com a eficiência de extração. Baseado nisso, nos últimos anos as 

microextrações em fase líquida (LPME do inglês, liquid-phase microextraction) vem 

ganhando espaço no cenário da química analítica, entre elas: a microextração em 

gota suspensa (SDME do inglês, sigle drop microextraction), a microextração em 

fase líquida com fibra oca (HF-LPME do inglês, hollow-fiber liquid-phase 
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microextraction) e a microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME do inglês, 

dispersive liquid-liquid microextraction) (ASENSIO-RAMOS, et al., 2011).  

A SDME é baseada na distribuição do analito entre a fase orgânica (a gota 

suspensa) e a fase aquosa que contém o analito. Apesar dessa técnica apresentar 

simplicidade e eficiência, a gota suspensa se torna um problema porque muitas 

vezes ela pode ser perdida na fase aquosa, o que dificulta a otimização do 

procedimento. Na HF-LPME o solvente se encontra dentro dos poros da fibra e a 

fase aceptora no lúmen da fibra, o que permite agitação da amostra sem perda das 

fases, além das fibras poderem ser descartadas devido ao baixo custo. A DLLME 

consiste na injeção de uma mistura de solvente extrator e dispersor na amostra 

aquosa com a formação do ponto nuvem, e sedimentação do analito juntamente 

com o solvente extrator (HAN; ROW, 2012). Neste projeto foram avaliadas a HF-

LPME e a DLLME como técnicas de preparo de amostra. Assim, serão descritos a 

seguir os conceitos teóricos de ambas as técnicas. 

 

1.3 Técnicas de microextração 

 

1.3.1 Microextração em fase líquida com fibra oca (HF-LPME) 

 

Em 1999, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen inovaram o procedimento de 

microextrações em fase líquida com a introdução de fibras ocas constituídas de 

polipropileno, para a extração de metanfetamina a partir de amostras de urina e 

plasma. Desde então, a HF-LPME vem sendo considerada uma evolução dentre as 

técnicas de microextração em fase líquida por visar o uso reduzido da razão 

solvente orgânico/ fase aquosa (DE OLIVEIRA et al., 2008).  

A HF-LPME consiste na impregnação dos poros de uma fibra capilar porosa e 

hidrofóbica (fibra cilíndrica oca) com o solvente orgânico de extração e o 

preenchimento do seu lúmen com microlitros de uma fase aceptora (RASMUSSEN; 

PERDERSEN-BJERGAARD, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2008).  

Devido à sua versatilidade, essa técnica pode ser utilizada de dois modos: 

com duas ou três fases, de acordo com as características do analito em questão. No 

sistema de duas fases o analito é extraído da amostra aquosa diretamente para 

solvente orgânico que se encontra tanto nos poros da fibra quanto no seu lúmen. 
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Esse processo é ilustrado abaixo (HO; PEDERSEN-BJERGAAR; RASMUSSEN, 

2002): 

Analito(fase doadora)          Analito(fase aceptora orgânica) 

O modo de duas fases é mais adequado para compostos com alta 

solubilidade em solventes orgânicos (ARCE et al., 2009). A fase aceptora 

proveniente do modo de duas fases pode ser diretamente analisada por GC 

(PAWLISZYN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2006; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010), 

CE se houver compatibilidade com o eletrólito de corrida ou pode ser evaporada e 

reconstituída para posterior análise (ARCE et al., 2009; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 

2010).  

No modo de 3 fases o analito é extraído de uma amostra aquosa através do 

solvente orgânico presente nos poros da fibra, passando para uma solução aquosa 

presente no lúmen da mesma. Esse modo é limitado para compostos com grupos 

funcionais ionizáveis com certo grau de hidrofobicidade (PAWLISZYN; PEDERSEN-

BJERGAARD, 2006; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010). Esse processo é ilustrado 

abaixo (HO; PEDERSEN-BJERGAAR; RASMUSSEN, 2002): 

    Analito(fase doadora)         Analito(fase orgânica)         Analito(fase aceptora aquosa)                   

Após o processo de extração, a fase aceptora pode ser diretamente analisada 

por HPLC ou CE (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; PAWLISZYN; PEDERSEN-

BJERGAARD, 2006).  

Em ambos os modos, a eficiência da extração depende do coeficiente de 

partição do analito entre as fases citadas acima. Assim, um alto fator de 

enriquecimento pode ser obtido, e calculado pela equação 1 (HO; PEDERSEN-

BJERGAAR; RASMUSSEN, 2002):   

                       
       

         
             (equação 1) 

Na qual   corresponde ao fator de enriquecimento (  inglês, enrichment 

factor),    é o volume da fase doadora, R é a recuperação e    é o volume da fase 

aceptora orgânica ou aquosa, dependendo do modo de extração empregado. 

Independente do modo como esta técnica é realizada, o pH da fase doadora 

deve ser ajustado para que o composto permaneça em sua forma não ionizada, para 

diminuir a solubilidade do analito no meio aquoso e favorecer sua passagem para o 
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solvente orgânico. O pH da fase aceptora, no caso de 3 fases, deve ser ajustado 

para que o composto se torne ionizado, favoreça sua solubilidade na fase aceptora 

aquosa e impeça o seu retorno para o solvente orgânico (SARAFRAZ-YAZDI; 

AMIRI, 2010; PAWLISZYN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2006). Posto isso, em 

relação à eficiência da extração, a mesma é dependente da partição do composto 

entre: fase doadora       solvente orgânico        fase aceptora aquosa ou orgânica 

(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).  

Vários parâmetros podem ser avaliados para melhorar a eficiência de 

extração do método. Dentre eles, a escolha do solvente orgânico adequado é 

primordial. Esse solvente precisa ser insolúvel em água para garantir que seja 

formado um filme na parede da fibra e, além disso, esse solvente deve ser 

compatível com a fibra para que seus poros sejam preenchidos completamente 

(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010). Vários solventes orgânicos têm sido utilizados 

para impregnar a fibra, como éter diexílico, -n-octanol, acetato de hexila, acetato de 

butila, acetato de dodecila, éter dibutílico e isooctanol (DE OLIVEIRA et al., 2008). 

Além disso, devido à fase orgânica atuar como uma barreira entre as fases aceptora 

e doadora, impedindo o contato entre essas duas fases (DE OLIVEIRA et al., 2008), 

é possível aplicar agitação constante durante a extração sem a perda da fase 

aceptora (ARCE et al., 2009; RASMUSSEN; PERDERSEN-BJERGAARD, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para realização da extração, a HF-LPME pode ser empregada em duas 

configurações principais: configuração em "U" (Figura 2A), onde as extremidades da 

fibra são conectadas a duas ponteiras por onde a fase aceptora é colocada e 

retirada, e configuração tipo "haste" (rod-like) (Figura 2B), onde uma das 

Figura 2 - HF-LPME empregando configuração em “U” (A) e “haste” (rod-like) (B) (adaptado 
de DE OLIVEIRA et al., 2008) 
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extremidades é fechada e a outra é utilizada para injetar e coletar a fase aceptora 

(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; ARCE et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2008). 

As vantagens dessa técnica são: em virtude do baixo custo das fibras, não é 

necessária a sua reutilização o que evita problemas de efeito residual (DE 

OLIVEIRA et al., 2008; RASMUSSEN; PERDERSEN-BJERGAARD, 1999) e, devido 

ao diminuído tamanho dos poros da fibra, moléculas grandes são impossibilitadas de 

atravessar para a fase aceptora (CHA; MYUNG, 2013). Além disso, em apenas um 

passo, essa técnica combina extração, concentração e limpeza da amostra 

(SIMÕES; DE OLIVEIRA; BONATO, 2011) o que a torna uma técnica de extração 

adequada para amostras complexas (CHA; MYUNG, 2013) como o plasma. Ainda, a 

quantidade de solvente orgânico necessária para impregnar a fibra é normalmente 

entre 5 – 30 µL (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008) o que 

corresponde a uma pequena quantidade de solvente orgânico e, consequentemente, 

diminui a exposição à substâncias tóxicas (CARRÃO et al., 2011). Devido a essa 

pequena quantidade de solvente orgânico utilizada, atualmente essa técnica é 

bastante atrativa devido aos princípios da química verde, que tem como base o 

desenvolvimento sustentável. Um dos conceitos da química verde é a diminuição da 

produção de resíduos químicos e, consequentemente, diminuição de seu descarte 

(LENARDÃO et al., 2003). As principais limitações estão relacionadas à dificuldade 

de extração de analitos altamente polares, entretanto essa situação pode ser 

contornada com a adição de par-iônico na amostra, e a necessidade do uso de 

solventes orgânicos com alto ponto de ebulição e imiscíveis em água o que limita a 

seletividade do método (DE OLIVEIRA et al., 2008).  

 

1.3.2 Microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) 

 

A DLLME foi desenvolvida por Rezaee et al. em 2006 para a determinação de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos em amostras de água. É uma técnica de 

extração que consiste no equilíbrio de distribuição do analito entre as fases de 

extração (fase aquosa, solvente dispersor e solvente extrator) e é ideal para a 

extração de compostos com propriedades lipofílicas moderadas a altas ou que 

possam ter seu coeficiente de distribuição alterado pelo controle do pH (analitos 

ácidos ou alcalinos) (ZANG et al., 2009). A razão entre o volume de fase extratora e 

fase doadora é muito baixa se comparada a outras técnicas (OJEDA; ROJAS, 2009) 
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e o estado de equilíbrio é alcançado rapidamente devido à utilização de um sistema 

ternário de solventes: amostra aquosa, solvente dispersor miscível tanto na fase 

orgânica quanto na fase aquosa e solvente orgânico extrator de alta densidade 

(ZANG et al., 2009; DIONÍSIO et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 3 apresenta o sistema ternário de solventes. A extração acontece 

quando, com ajuda de uma seringa, a mistura solvente extrator/dispersor é injetada 

de maneira rápida e forte em um tubo contendo a fase aquosa (amostra) (A). 

Instantaneamente é formada uma nuvem promovida pela dispersão do solvente 

extrator na fase aquosa (favorecida pelo solvente dispersor), formando microgotas 

dispersas por toda a amostra, com grande área superficial, onde ocorre a partição 

do analito (B) (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). Assim, o estado de equilíbrio é 

alcançado rapidamente, sendo uma das vantagens desta técnica. Além disso, a 

razão entre o volume de fase aceptora e de fase doadora é da ordem de microlitros 

e mililitros, respectivamente, o que permite a obtenção de altos valores de 

enriquecimento (REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009; HUO et al., 2011). Após a 

formação do ponto nuvem é realizada a centrifugação, onde as microgotas do 

solvente extrator e analito são depositadas no fundo do tubo cônico, formando a fase 

sedimentada (C), que é retirada e analisada (D) (REZAEE, 2006; ZANG et al., 2009). 

Os solventes dispersores são escolhidos devido a sua capacidade de 

miscibilidade tanto no solvente extrator quanto na fase aquosa. Essa característica 

permite a dispersão do solvente extrator em partículas finas na fase aquosa, de 

modo que a área superficial do solvente extrator em contato com a fase aquosa, a 

Figura 3 - Procedimento da DLLME (adaptado de FORTES, 2013) 
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qual contém o analito, seja infinitamente grande, o que promove o aumento da 

eficiência de extração. Os solventes mais utilizados para essa função são o metanol, 

a acetonitrila e a acetona (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).       

Os solventes extratores são selecionados com base na sua capacidade de 

extração e, preferencialmente por apresentarem densidade maior que a da água. Os 

solventes extratores mais utilizados (da ordem de microlitros) são o clorofórmio, 

diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno (REZAEI et 

al., 2008; ZANG et al., 2009; HUO et al., 2011). Outros solventes não halogenados 

também podem ser usados como 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-dodecanol e n-

hexadecano (OJEDA; ROJAS, 2009). 

Além da escolha dos solventes e o volume adequado de cada um deles, 

outros parâmetros importantes a serem estudados na DLLME são o pH e força 

iônica da amostra e o tempo de extração (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; YAZDI; 

RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008). Na DLLME o tempo de extração é definido como o 

intervalo de tempo entre a injeção da mistura dos solventes na amostra e a 

centrifugação. Uma vez que a área superficial entre o solvente extrator e a amostra 

aquosa é infinitamente grande, a transferência do analito para o solvente orgânico é 

quase instantânea, então o estado de equilíbrio é alcançado rapidamente e o tempo 

de extração é muito curto (REZAEE et al., 2006). Desse modo, vários autores 

consideram que o tempo de extração não é um fator significativo (REZAEE et al., 

2006; REZAEI et al., 2008; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008; CALDAS; COSTA; 

PRIMEL, 2010). Além disso, estudos tem mostrado aumento na eficiência de 

extração utilizando a DLLME assistida por vortex (ZHANG; LEE, 2012) ou ultrassom 

(FERNÁNDEZ et al., 2013).   

Para avaliação da eficiência de extração desses parâmetros, a recuperação e 

o fator de enriquecimento podem ser calculados de acordo com as equações 2 e 3 

(REZAEE et al., 2006): 

        
    

  
              (equação 2) 

Onde   é o fator de enriquecimento,      é a concentração do analito na fase 
sedimentada e    é a concentração inicial do analito. 
 

         
             

          
              (equação 3) 
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Onde   é a recuperação da extração (do inglês extraction recovery),      é o volume 

da fase sedimentada e     é o volume da amostra aquosa. 

As vantagens desta técnica incluem simplicidade de operação, rapidez, baixo 

custo, alta recuperação do analito e alto fator de enriquecimento (ZANG et al., 2009; 

REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; OJEDA; ROJAS, 2009; YAZDI; RAZAVI; 

YAZDINEJAD, 2008). As desvantagens são: uso de solventes tóxicos (ALSHANA et 

al., 2013; RAJABI et al., 2014), todo o processo de extração é manual e a 

centrifugação é a etapa que demanda maior tempo no processo (REZAEI et al., 

2008; FARAJZADEH et al., 2010; BERIJANI et al., 2006; ZAREI; GHOLAMIAN, 

2011). 

A DLLME é uma técnica de extração muito utilizada para a análise de 

amostras aquosas. Porém, várias publicações já relataram seu uso para análise de 

alimentos, frutas, vegetais, assim como amostras biológicas e ambientais 

(ANDRUCH et al., 2012). Todavia, para realização da DLLME em amostras 

complexas como o plasma, um pré-tratamento da matriz como precipitação proteica, 

ultrafiltração, diluição e centrifugação é necessário (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 

2010; SARAJI; BOROUJENI; BIDGOLI, 2011). 
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“Todas as substâncias são venenos; não há nenhuma que não seja 

um veneno. A dose correta diferencia o veneno do remédio”.  

(Paracelsus) 
 
 

 

 

Objetivos 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar duas técnicas de microextração (HF-LPME e DLLME) para 

determinação da LTG por CE em amostras de plasma de pacientes em tratamento 

atendidos pelo Serviço de Análises Toxicológicas da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto (SAT-FCFRP/USP). 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Avaliar as condições para análise da LTG por CE;  

 Desenvolver um método para análise da LTG em amostra de plasma 

utilizando a HF-LPME; 

 Validar o método desenvolvido de acordo com os guias da Anvisa e EMA; 

 Aplicar o método em amostras de plasma de pacientes em tratamento e 

atendidos pelo SAT-FCFRP/USP; 

 Desenvolver um método para análise da LTG em amostra de plasma 

utilizando a DLLME; 

 Validar o método desenvolvido de acordo com os guias da Anvisa e EMA; 

 Aplicar o método em amostras de plasma de pacientes em tratamento e 

atendidos pelo SAT-FCFRP/USP; 

 Comparar as duas técnicas de microextração para análise da LTG em 

amostras de plasma.  
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“Lord, we ain't what we oughta be.  

We ain't what we want to be.  

We ain't what we gonna be.  

But, thank God, we ain't what we was.”  

(Martin Luther King, Jr.) 

Conclusão 
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5. CONCLUSÃO 

 

Este trabalho descreveu pela primeira vez o desenvolvimento e validação de 

duas técnicas de microextração em fase líquida, HF-LPME e DLLME, para a 

determinação da LTG em plasma de pacientes epilépticos por CE. 

Primeiramente, as condições eletroforéticas foram otimizadas e então 

empregadas em todas as amostras subsequentes do estudo. A CE mostrou-se 

eficiente na análise da LTG juntamente com o PI, com tempo de migração da LTG 

por volta de 6 minutos. As técnicas de microextração em fase líquida, HF-LPME e 

DLLME, foram desenvolvidas e avaliadas de acordo com o melhor desempenho de 

recuperação da LTG. Após as condições ótimas de extração serem estabelecidas, 

os métodos foram validados de acordo com os guias da Anvisa e EMA, e os 

parâmetros de desempenho analítico apresentaram resultados satisfatórios. A etapa 

prática final consistiu na aplicação dos dois métodos em amostras de plasma de 

pacientes epiléticos em tratamento com LTG e atendidos pelo SAT-FCFRP/USP. 

Todas as amostras foram positivas e estavam dentro da faixa de concentração 

plasmática abrangida por esse estudo, o que faz com que ambos os métodos 

possam ser empregados na rotina. 

Por fim, foi realizada uma comparação entre as duas técnicas de 

microextração. Em relação à HF-LPME, essa se mostrou mais vantajosa devido a 

baixa quantidade de solvente orgânico utilizado (por volta de 30 µL por amostra), 

facilidade e menor tempo de preparo, e maior valor de recuperação da LTG. Em 

relação à DLLME, essa se mostrou uma extração mais laboriosa com a necessidade 

de etapas de pré-tratamento, centrifugação e evaporação das amostras, além do 

uso de solventes orgânicos clorados. Portanto, a HF-LPME é uma técnica 

promissora para análise de rotina em matrizes complexas, com reduzido consumo 

de solvente orgânico, além da possibilidade de automação. 
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ANEXO A – Aprovação pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


