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RESUMO. As ormosílicas (sílicas organicamente modificadas) são materiais de impressão molecular
(MIS) que têm surgido como sorventes mais seletivos para a extração em fase sólida (SPE). Nesta pesquisa
foi avaliado o desempenho do MIS em SPE (MISPE) e da sílica octadecila (C18) SPE no preparo de amos-
tra para a análise da amitriptilina (AMI) e nortriptilina (NOR) em plasma. Foram estabelecidas as melho-
res condições de uso de ambos sorventes em SPE, sendo as análises conduzidas em cromatógrafo a líquido
com detector de ultravioleta. Nas condições utilizadas na síntese do MIS e de sua aplicação em MISPE,
não foi verificada resposta satisfatória na análise cromatográfica dos antidepressivos, principalmente devi-
do à baixa repetitividade dos resultados nas concentrações de interesse. Para a AMI e NOR, a extração
usando SPE C18 apresentou melhores resultados e este método foi validado e aplicado na análise de amos-
tras reais de dois pacientes tratados com AMI.
SUMMARY. “Amitriptyline and Nortriptyline in Plasma: Solid-Phase Extraction in Molecularly Imprinted Poly-
mers and Silica Octadecil for High Performance Liquid Chromatography Analysis”. The ormosils (sílica organi-
cally modified) are molecularly imprinted materials (MIS) that have appeared as new selective sorbents for solid-
phase extraction (SPE). This research aimed the evaluation of the performance of MIS in SPE (MISPE) and of
the silica octadecil (C18) SPE in the sample preparation for liquid chromatographic analysis of amitriptyline
(AMI) and nortriptyline (NOR) in plasma. The optimization of the SPE variables were established and the analy-
sis were performed using a HPLC system with UV detection. Under the conditions used for the synthesis of MIS
and its application in MISPE, there was no satisfactory response in the chromatographic analysis of the antide-
pressants, mainly due to the low repeatability of the results in the concentration range of concern. For AMI and
NOR, the extraction using SPE C18 offered better results and this method was validated and applied to the analy-
sis of real samples of plasma from two patients under AMI treatment.

INTRODUÇÃO
Os antidepressivos tricíclicos (ADT) consti-

tuem uma classe de fármacos para os quais se
recomenda a monitorização terapêutica por
apresentarem ampla variação interindividual na
farmacocinética, estreita faixa terapêutica, pre-
sença de metabólitos ativos, além de pobre cor-
relação entre a dose administrada e a resposta
terapêutica 1. A análise destes antidepressivos
em material biológico é de interesse nesta situa-
ção bem como na investigação do agente causal

de intoxicações agudas e/ou letais (aspecto fo-
rense) como também em estudos de biodisponi-
bilidade quando da proposição de novas formu-
lações e/ou formas farmacêuticas desses fárma-
cos.

Os ADT apresentam em sua estrutura quími-
ca comum três anéis, sendo o anel central com
sete ou oito átomos de carbono, uma cadeia la-
teral e um grupo amina terminal (Fig. 1). 

Pertencem à classe dos ADT: a amitriptilina
(AMI), a imipramina (IMI), a doxepina (DOX) e
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a clomipramina (CLOMI) que são conhecidas
como aminas terciárias devido à presença de
dois grupamentos metílicos ligados ao átomo de
nitrogênio da cadeia lateral. Outros ADT como
desipramina (DESI), nortriptilina (NOR) e pro-
triptilina (PROT) são conhecidos como aminas
secundárias devido a um átomo de hidrogênio
em substituição ao grupo metílico na cadeia la-
teral 2.

O desenvolvimento de métodos analíticos
mais sensíveis e seletivos, desde preparo de
amostra até identificação e quantificação das es-
pécies de interesse, permite a obtenção de da-
dos confiáveis para acompanhamento clínico no
uso do fármaco 3. As principais técnicas usadas
na preparação de amostras biológicas para a
análise cromatográfica de fármacos são a extra-
ção líquido-líquido (LLE) e a extração em fase
sólida (SPE). As novas tendências na preparação
de amostras para análises clínica e farmacêutica
abordam o reconhecimento molecular como a
extração baseada na imunoafinidade e em polí-
meros de impressão molecular (MIP). A partir
desses materiais é possível remover o analito de
interesse da amostra eliminando a maioria dos
interferentes, tais como, proteínas, sais, ácidos,
bases e outros compostos orgânicos com pro-
priedades similares aos analitos 4. 

Os materiais de impressão molecular são es-
táveis para armazenagem a longo prazo, são de
fácil preparo e econômicos 4. O potencial deste
material é alto, uma vez que oferecem resistên-
cia mecânica e às altas temperaturas e pressão e
são inertes frente a condições extremas de áci-
dos, bases, íons metálicos e solventes orgânicos
5-8. Os MIP são materiais poliméricos sintéticos
que possuem cavidades específicas desenhadas
para uma molécula molde envolvendo um me-

Figura 1. Estrutura química dos antidepressivos tricí-
clicos amitriptilina e nortriptilina.

canismo de retenção baseado no reconhecimen-
to molecular. 

Materiais híbridos orgânico-inorgânico basea-
dos em sílica organicamente modificada (MIS)
vêm sendo usados recentemente como material
de impressão molecular e são preparados por
hidrólise controlada de grupos aquil silanóxidos
através da rota sintética sol-gel descrita inicial-
mente por Brinker & Scherer 9, e que envolve a
transição do sistema de sol líquido para fase gel
sólida. A impressão sol-gel forma polímeros
através da hidrólise e condensação de monôme-
ros silanos por catálise ácida ou básica. Em
2006, Silva & Augusto 10 relataram o potencial
de ormosils preparadas pelo processo sol-gel
como material de impressão molecular para
aplicações analíticas. 

A extração em fase sólida (SPE) é, atualmen-
te, a técnica de preparo de amostras biológicas
mais comum na análise cromatográfica de fár-
macos. Esta técnica oferece vantagens sobre a
tradicional extração líquido-líquido, entre elas: a
alta concentração do analito no extrato final, a
maior seletividade, alternativas de escolha de fa-
se sólida, permitindo a extração de praticamente
todos os compostos de matrizes aquosas ou or-
gânicas, o pequeno manuseio da amostra, a au-
sência de emulsão, o baixo consumo de vidra-
rias, a facilidade de automação 4,11.

Grande variedade de sorventes são disponí-
veis comercialmente para uso em SPE, tais co-
mo adsorventes (carvão ativado, alumina, sílica
gel, entre outros), fases quimicamente ligadas
(sílica C8, C18, fenila, etc.) e trocadores iônicos
orgânicos e inorgânicos. Fases denominadas de
“especiais”, mais seletivas, têm sido introduzidas
nos últimos anos, como os imunosorventes, fa-
ses poliméricas, fases de acesso restrito (RAM) e
polímeros de impressão molecular 12,13.

O emprego dos MIS na extração em fase só-
lida (MISPE) consiste na percolação da amostra
em colunas recheadas com os polímeros im-
pressos molecularmente, ou seja, as partículas
do polímero são dispostas entre dois discos de
retenção nos cartuchos de SPE, onde a espécie
de interesse fica retida. As etapas de extração,
concentração e isolamento são possíveis em um
único passo. 

Este trabalho foi desenvolvido objetivando
explorar o potencial de seletividade do políme-
ro impresso molecularmente, assim como do
desempenho da sílica octadecila, no preparo de
amostra por extração em fase sólida, visando a
análise de amitriptilina e nortriptilina em plasma
por cromatografia líquida de alto desempenho.
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MATERIAL E MÉTODOS
Reagentes e solventes 

Foram utilizados os seguintes reagentes para
a síntese dos polímeros: 3-aminopropiltrimetoxi-
silano 95% (APTMS), Acros Organics® e tetraeti-
lortosilicato 95% (TEOS), Acros Organics®. Na
extração em SPE, usou-se sistema de suporte e
extração em fase sólida manifold (PrepSep™);
centrífuga NT-811; microcolunas ODS-C18 200
mg/3mL (AccuBOND ll®); agitador tipo vórtex -
Marconi® MA 162; torpedo contendo nitrogênio
White Martins®; banho de água NT-265 Nova
Técnica®.

Os solventes e reagentes usados no preparo
de soluções, nos testes de otimização das condi-
ções cromatográficas e das variáveis do políme-
ro em fase sólida (MISPE) foram: metanol, grau
HPLC J. T. Baker®; etanol grau HPLC Nuclear®;
acetonitrila, grau HPLC Merck®; isopropanol,
grau HPLC, Vetec®; clorofórmio, p.a., Vetec®;
ácido acético, p.a., Merck®; acetato de sódio
triidratado, p.a., Vetec®; hidróxido de amônio,
p.a., Merck®; ácido perclórico p.a., Merck®;
éter dietílico p.a., Vetec®, n-hexano, p.a., J. T.
Baker®, cloreto de sódio, p.a., Merck®, água
purificada de Milli-Q, Millipore®.

Soluções-padrão
Foram preparadas soluções-padrão de ami-

triptilina, nortriptilina e desipramina na concen-
tração de 1,0 mg mL–1 em metanol. A partir de
diluições das soluções-padrão, obteve-se con-
centrações finais para as soluções de trabalho
entre 200 e 1000 ng mL–1. Todas as soluções fo-
ram acondicionadas em frascos de vidro âmbar
e mantidas sob refrigeração (-20 °C), sendo as
estoque, no máximo por 30 dias, e as de uso
preparadas antes da utilização.

Amostras
Foram utilizadas amostras de plasma, obtidas

de sangue heparinizado coletado em sistema de
coleta a vácuo, Vacuntainer®. O plasma foi se-
parado através de centrifugação a 560 g durante
5 minutos e armazenado à temperatura de -20
°C. Para estudos de otimização e validação ana-
lítica, utilizou-se pool de plasma branco, coleta-
do de voluntários que não ingeriam qualquer ti-
po de medicamento e não-fumantes, fortificado
com padrões dos analitos. Amostra de plasma
de 2 (dois) pacientes que faziam uso de AMI fo-
ram analisadas pela técnica convencional de
SPE octadecila. O protocolo da pesquisa foi
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa
(CEP) da instituição onde foi realizado o traba-
lho - Unifal-MG.

Condições cromatográficas
Foi utilizado um cromatógrafo a líquido de

alta eficiência (CLAE) Shimadzu® LC 10 AVP®,
bomba LC 10AD, com forno de colunas, injetor
automático, detector UV. As condições previa-
mente otimizadas foram: coluna Lichrospher®
60 RP – Select B, Merck (250 mm x 4 mm x 5
µm), e pré-coluna similar LiChroCART® 4-4,
Merck, e a fase móvel tampão ácido acético/
acetato de sódio 0,25 M pH 5,5: acetonitrila
(55:45), na vazão de 0,8 mL min–1. A leitura foi
efetuada na região do ultravioleta em 254 nm.
Nestas condições, a conformidade do sistema
(system suitability) foi satisfatória para os parâ-
metros avaliados (pratos teóricos, resolução, as-
simetria dos picos e fator de capacidade) de
acordo com os valores preconizados pela US
FDA 14.

Preparação dos polímeros de impressão
molecular

Foram sintetizados 2 diferentes polímeros
usando o APTMS como monômero e a AMI e a
NOR como moléculas molde. Na síntese foi em-
pregado o processo sol-gel, descrito por Silva &
Augusto 10 em 2006. Foram dissolvidas 100 mg
do padrão de AMI em 0,8 mL de água; em um
frasco de vidro, foram colocadas 0,52 g de
APTMS, 2,0 g de TEOS, a solução saturada de
padrão de AMI e 0,8 g de hidróxido de amônio,
adicionados nesta seqüência. O frasco foi leva-
do ao ultra-som por 2 minutos e posteriormente
colocado em estufa a 85 °C por 10 h para a
completa secagem e solidificação do material.
Após a polimerização, o conteúdo sólido do
frasco foi triturado em gral e o pó peneirado em
tamis para seleção das partículas com tamanho
menor de 100 µm. Este mesmo processo tam-
bém foi o utilizado para a síntese do polímero
com a nortriptilina como molécula molde. O
polímero sem a impressão molecular (NIS) foi
sintetizado de maneira idêntica, exceto pela au-
sência do molde no meio reacional. Inicialmen-
te foi sintetizado e avaliado o MIS-AMI e, poste-
riormente, frente a resultados não satisfatórios, o
MIS-NOR.

A dessorção da molécula molde foi realizada
em Soxhlet e usando metanol:ácido acético (9:1)
como solvente extrator. Decorrido o tempo, cer-
ca de 72 h, o material foi seco em estufa para
posterior preparação dos cartuchos de polipro-
pileno para a SPE. Antes do uso o cartucho con-
tendo o polímero foi ainda lavado com porções
de cerca de 10 x 10 mL metanol:ácido acético
(9:1). O monitoramento da presença do molde
foi feito no HPLC. 
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A caracterização química dos polímeros MIS
foi feita por espectrofotometria no infraverme-
lho e a caracterização morfológica obtida por
microscopia de varredura eletrônica. 

Otimização da extração em fase sólida 
A otimização das etapas da MISPE: condicio-

namento, carregamento, lavagem e eluição foi
estudada em cartuchos com 200 mg do políme-
ro e usando-se soluções padrão dos analitos a
400 ng mL–1 em água, para o MIS-AMI e MIS-
NOR. Para a extração em SPE C18 foram utiliza-
dos cartuchos de 200 mg do sorvente. 

Seletividade dos polímeros
Os fatores de impressão (FI) para a AMI e a

NOR foram avaliados pela extração de solução
de igual concentração dos analitos em cartuchos
de MIS e em cartucho contendo polímero não
impresso (NIS). Testou-se também a seletividade
para outros antidepressivos do grupo dos tricí-
clicos, como a clomipramina, imipramina e desi-
pramina.

Extração em fase sólida octadecila
Para estas análises, a técnica de extração oti-

mizada é descrita a seguir: condicionar o cartu-
cho com 6,0 mL de metanol, 6,0 mL de acetoni-
trila e 6,0 mL de água; passar a amostra de plas-
ma diluída (1,0 mL de plasma, 1,0 mL de solu-
ção de bicarbonato de sódio 1,0 M pH 10,0 e
2,0 mL de água Milli-Q); lavar o cartucho com
1,0 mL da solução de água/acetonitrila (8:2) e
1,0 mL da solução água/acetonitrila/metanol
(2:3:3). Secar a coluna por 2 minutos; eluir os
analitos com 4,0 mL de metanol/acetonitrila
(8:2). A vazão usada foi ≤ 2 mL min–1. O eluato
recolhido em um béquer afunilado foi evapora-
do sob fluxo de nitrogênio a uma temperatura
de 40 °C em banho de água. O resíduo foi res-
suspenso em 100 µL de fase móvel e 40 µL fo-
ram injetados no cromatógrafo nas condições
otimizadas. A desipramina na concentração de
200 ng mL–1 foi usada como padrão interno. 

Validação do método
Para o método usando a SPE C18, os seguin-

tes parâmetros de validação foram estabeleci-
dos: linearidade, limites de detecção (LD) e de
quantificação (LQ), precisão e recuperação para
a análise da AMI e da NOR, avaliados segundo
as normas preconizadas pela ANVISA, métodos
bioanalíticos 15.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Síntese e caracterização dos polímeros 

O rendimento aproximado da síntese dos
polímeros usando a AMI e a NOR como molé-
culas molde foi de 1200 mg. O APTMS possibili-
ta a formação de ligações de hidrogênio entre
os átomos de hidrogênio ligados ao grupo ami-
na primária terminal da cadeia lateral
(CH2)nNH2 do polímero e átomos de nitrogênio
presentes na cadeia lateral dos analitos, nos ca-
sos da amitriptilina e nortriptilina. Os trialcóxi-
dos silanos, como o APTMS, são frequentemen-
te usados como modificadores de rede, por for-
necerem propriedades específicas, como hidro-
fobicidade, reatividade e flexibilidade à matriz
inorgânica 16. Neste estudo, o APTMS foi hidroli-
sado e condensado com um precursor silicona-
do, TEOS, na proporção 1:4. 

De acordo com Cummins et al. 17 a típica
preparação sol-gel consiste em dois estágios.
Primeiramente a hidrólise dos monômeros na
ausência da molécula molde, seguido pelo pas-
so da condensação na presença da molécula
molde. Neste estudo, que partiu de dois precur-
sores - APTMS e TEOS - de cadeias relativamen-
te pequenas, foi feita a adição simultânea dos
reagentes e da molécula molde, em uma só eta-
pa. O processo sol-gel foi usado sob condições
básicas, o que implica na formação de materiais
mais porosos 16. 

A dessorção da molécula molde foi realizada
em Soxhlet, usando-se o metanol:ácido acético
(9:1) como extrator, em um tempo total de 72 h.
Os resultados do monitoramento do extrato no
HPLC indicaram a eficácia do processo para a
remoção dos moldes o que tornou viável o uso
dos MIS para os experimentos em SPE. 

A Figura 2 mostra o espectro de absorção IV
dos ormosils impresso e não-impresso. Pelo es-
pectro de infravermelho pode-se perceber que

Figura 2. Espectro de absorção infravermelho (KBr)
do MIS e NIS. Bandas de absorção: (1) 810 cm–1 (me-
til C-H), (2) 1107 cm–1 (Si-O), (3) 1273 cm–1 (N-C), (4)
2969 cm–1 (metil C-H) e (5) 3428 cm–1 (-OH).
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não há diferença significativa entre os dois polí-
meros, pois foram sintetizados com os mesmo
reagentes, exceto pela ausência da molécula
molde no polímero de controle. Pode-se obser-
var, porém, que a banda de absorção 1273 cm–1

(3) é mais intensa para os polímeros impressos,
uma vez que a análise espectrofotométrica do
MIS foi feita antes da remoção do molde. A ban-
da 3428 cm–1 (5) corresponde ao estiramento
axial de grupos –OH resultantes de grupos sila-
nóis não condensados e de água residual. Como
apontado por Silva e Augusto 10 a similaridade
dos dados espectrais apontam que a presença
de molécula molde durante as etapas de hidróli-
se e condensação não alteram a composição
química do ormosil, compatível com a natureza
do processo não-covalente sol-gel. 

Na microscopia de varredura eletrônica os
polímeros apareceram como agregados de partí-
culas irregulares (Fig. 3). Estas irregularidades
são causadas pela trituração dos materiais, ne-
cessária para pulverizar o monólito obtido na
síntese. No uso de polímeros em SPE, a irregu-
laridade das partículas não tem sido apontada
como um problema, ao contrário de quando sua
finalidade é o empacotamento de colunas cro-
matográficas, que seria causador de picos largos
e assimétricos 17,18. As partículas do NIS são me-
nores com relação às do MIS, provavelmente
devido a diferenças na velocidade de reações
no início da síntese: não usando a solução satu-

Figura 3 . Mi-
croscopia eletrô-
nica de varredu-
ra da MIS-AMI
(a), MIS-NOR
(b) e NIS (c).
Aumento de
30.000 vezes.

Etapas da MISPE MIS-AMI MIS-NOR

condicionamento 2 mL de metanol + 2 mL de água 2 mL de metanol + 2 mL de água

carregamento amostra aquosas, pH 3,0 -7,0- 12,0 amostra aquosas, pH 3,0 -7,0- 12,0
plasma tratado com acetonitrila plasma tratado com acetonitrila
e ácido perclórico 6% e ácido perclórico 6%

limpeza 2 mL de água 5 mL de água

eluição metanol, metanol:ácido acético (9:1), metanol, metanol:ácido acético 9:1 (5 mL),
etanol (10 mL) acetonitrila, clorofórmio, etanol, acetonitrila, diclorometano
isopropanol

Tabela 1. Solventes e condições avaliadas e as selecionadas (em negrito) nas diferentes etapas da extração em
fase sólida (MISPE) para os polímeros de amitriptilina (MIS-AMI) e nortriptilina (MIS-NOR).

rada do analito mas apenas água, a condensa-
ção do reticulócito da sílica cresceria mais rapi-
damente ao redor do núcleo de condensação
inicial suspenso na fase sol para o NIS. 

Otimização da extração em fase sólida
usando os polímeros (MISPE)

O uso dos polímeros impressos molecular-
mente na extração em fase sólida requer as
mesmas etapas do método tradicional de SPE,
ou seja, o condicionamento, carregamento da
amostra, lavagem e eluição dos analitos 18.

A Tabela 1 sintetiza os experimentos com a
MISPE para os polímeros MIS-AMI e MIS-NOR,
mostrando os solventes e condições testadas e
as selecionadas como as melhores. 

O condicionamento do polímero é necessá-
rio, pois a exposição do MIP seco aos solventes
polares provoca aumento substancial de seu vo-
lume. Este efeito provavelmente é devido à sol-
vatação de grupos funcionais insaturados, locali-
zados nas cavidades seletivas do material. A ex-
pansão prévia do polímero contribui para tornar
a estrutura menos compactada, com poros
maiores e mais acessíveis que aumentam a ca-
pacidade de carregamento do material 19.

Nos polímeros de ormosil esta etapa foi rea-
lizada com 2 mL de metanol seguidos de 2 mL
de água. O metanol foi o solvente que menos
removeu o analito do polímero, provavelmente
pelo efeito da repulsão hidrofóbica que favore-
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ce a retenção do analito, fato observado por
Zhu et al. 20 Este solvente de condicionamento
foi também o utilizado por Silva e Augusto 10,
para análise em MIS/CLAE de cafeína de urina.

Para o carregamento das amostras aquosas
foi testada a influência do pH, pois consideran-
do-se a estrutura dos analitos e dos sítios de li-
gação dentro das nanocavidades, provavelmente
moléculas que podem ser protonadas e despro-
tonadas na dependência do pH. Pôde-se obser-
var que usando-se o MIS-AMI, o pH que mais
favoreceu a retenção foi o acídico e com o MIS-
NOR, o neutro. Talvez no pH 3,0, o nitrogênio
do grupo ativo do polímero estando protonado
favoreça a interação do N terminal dos analitos
de interesse. No pH 7,0, provavelmente é o N
dos analitos que estará protonado, favorecendo
a interação. O efeito final resultante do pH so-
bre a eficiência da extração poderá ser resultan-
te de efeitos simples sobre a carga dos analitos
e sobre os sítios ativos. Considerando a comple-
xidade envolvida na estimativa de todas as ten-
dências, a otimização do pH deverá ser essen-
cialmente empírica 10.

Amostras de plasma requerem tratamento
prévio antes da extração em MISPE, uma vez
que a presença de grandes quantidades de pro-
teínas diminui a vida útil do cartucho e pode
afetar a retenção dos analitos nas cavidades,
além de danificar o sistema cromatográfico. Por
outro lado, tanto a AMI quanto a NOR apresen-
tam elevadas taxas de ligação protéica, o que
poderia afetar suas retenções nas cavidades-sítio
do polímero. Assim, foram testados dois agentes
precipitantes de proteínas: o ácido perclórico 6
% (proporção de 0,8:1 mL de amostra) e a ace-
tonitrila (proporção 2:1 de amostra). Após a pre-
cipitação, a amostra foi centrifugada e todos os
sobrenadantes obtidos foram usados para o car-
regamento dos cartuchos. 

A acetonitrila foi o agente precipitante que
forneceu melhor resposta (em área dos picos)
para os analitos, tanto no polímero de MIS-AMI
quanto no de MIS-NOR. O sobrenadante desta
precipitação (~2,5 mL) foi totalmente usado no
carregamento dos cartuchos. 

Na etapa de limpeza pretende-se remover do
cartucho possíveis interferentes, ligados por in-
terações não-específicas, com mínimo efeito nas
interações mais específicas do analito 21. Tam-
bém visa promover a dessorção do analito reti-
do por ligações não-específicas 22. Nos cartu-
chos de ormosil, o solvente usado para remoção
de interferentes, após o carregamento dos cartu-

chos foi o metanol, no volume de 2 mL para o
MIS-AMI e de 5 mL para o MIS-NOR. 

Baseando-se na afinidade preferencial do
analito pelo solvente em relação aos sítios de li-
gação do polímero, otimizou-se o solvente e o
volume de eluição que forneceu o maior sinal
analítico. Para que ocorra eluição, o solvente
deve apresentar afinidade pelo analito maior de
que a fase sólida. 

Para a eluição dos analitos do MIS-AMI, o
etanol, solvente polar, foi o que forneceu a me-
lhor resposta, provavelmente contribuindo para
que o nitrogênio terminal da AMI e o nitrogênio
do monômero não ficassem polarizados, dimi-
nuindo assim a interação por cargas que se da-
ria entre a molécula molde e o monômero MIS-
AMI e facilitando a eluição. Para o MIS-NOR, o
metanol acidificado demonstrou melhores con-
dições na eluição dos analitos, provavelmente
por polarizar o nitrogênio da cadeia lateral dos
analitos e o nitrogênio do monômero, estabele-
cendo cargas contrárias, gerando uma repulsão
e favorecendo a eluição. 

Seletividade dos polímeros 
A seletividade dos polímeros impressos foi

avaliada para os analitos AMI e NOR, como tam-
bém para outros antidepressivos do grupo dos
tricíclicos com estruturas semelhantes, a clomi-
pramina e imipramina para o MIS-AMI e, além
desses, também para a desipramina para o MIS-
NOR.

A Tabela 2 mostra os fatores de impressão
para os compostos testados nos dois polímeros.
Com base nestes resultados pode-se inferir sele-
tividade de baixa a moderada aos polímeros im-
pressos molecularmente. Provavelmente ocor-
rem também ligações inespecíficas dos fármacos
na matriz polimérica, uma vez que as diferenças
entre retenção nos MIS e NIS não foram gran-
des. 

Fármaco MIS-AMI MIS-NOR

Amitriptilina 2,5 1,7
Nortriptilina 2,6 3,5

Clomipramina 1,3 7,4
Imipramina 1,1 2,5
Desipramina - 2,5

Tabela 2. Fatores de impressão (razão da resposta
MIS versus NIS) dos fármacos antidepressivos tricícli-
cos nos dois polímeros testados (MIS-AMI e MIS-
NOR).
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A diferença química estrutural predominante
entre os compostos da classe dos ADT é a pre-
sença de um heterociclo central nas moléculas
de CLOMI, DESI e IMI, sendo para as moléculas
de AMI e NOR a presença de cadeia lateral insa-
turada. Pode-se destacar ainda a presença de
grupo amina terminal terciário para AMI, CLOMI
e IMI, sendo grupo amina terminal secundário
para NOR e DESI. Os átomos de nitrogênio pre-
sentes no heterociclo e na cadeia lateral são re-
levantes na interação fármaco-polímero, por
meio de ligação de hidrogênio. Ao restante da
molécula predominam-se interações dipolo in-
duzido. 

Extração em SPE octadecila 
Parâmetros de validação

Para o estudo de linearidade, amostras de
pool de plasma branco foram fortificadas com
quantidades conhecidas de amitriptilina, nortrip-
tilina e padrão interno. A regressão linear sim-
ples, descrita pela equação y = ax + b, foi calcu-
lada através do quociente das áreas dos picos
de AMI e NOR pela área do padrão interno, a
desipramina (DESI) pelo método dos mínimos
quadrados. O método mostrou linearidade de
20 a 400 ng mL–1 para a AMI e NOR, sendo as
equações da reta e coeficientes de correlação
respectivamente para a AMI: y = 0,0042 x +
0,0272 (r = 0,9960) e para a NOR: y = 0,0048 x -
0,053 (r = 0,9964). O coeficiente de correlação
está dentro do valor preconizado pela ANVISA
15, de igual ou superior a 0,98 em bioanálises.
Pode-se observar, pelo coeficiente angular, que
a sensibilidade do método para os dois analitos
é semelhante. Esta faixa dinâmica é satisfatória
para determinação dos analitos desde o limite
inferior até o superior do intervalo terapêutico,
que para a NOR é entre 46 e 236 ng mL–1  23, e
para a AMI, de 80 a 200 ng mL–1  24, assim como
em estudos de biodisponibilidade do fármaco.

A precisão foi determinada pela análise de
quintuplicatas de amostras de plasma fortificadas
nas concentrações de 20, 50 e 300 ng mL–1. A
precisão intra-ensaio mostrou CV entre 3,2 e
16,4 % (AMI) e de 9,5 a 14,8% (NOR) e a preci-
são intermediária (3 dias consecutivos, triplicata
por dia) CV entre 3,1 e 19,2% (AMI) e 9,7 e
17,5% (NOR), sendo os valores mais altos obti-
dos na concentração mais baixa (Tabela 3). Os
valores obtidos podem ser considerados satisfa-
tórios, ou seja, % CV menores do que 20% no
LQ e abaixo de 15% nas demais concentrações
15.

% CV intra-ensaio % CV interensaio

AMI NOR AMI NOR

20 16,4 14,8 19,2 17,5
50 3,2 9,5 3,1 9,7
300 6,5 10,0 8,6 12,6

Tabela 3. Precisão intra-ensaios e interensaio para a
análise de amitriptilina (AMI) e nortriptilina (NOR)
por SPE C18 e CLAE.

Concentração
(ng mL–1)

A recuperação relativa foi calculada pela re-
lação das respostas obtidas com amostras de
plasma branco fortificadas com os analitos e o
PI e extraídas com as resultantes de amostras de
plasma branco, extraídas e fortificadas ao final
de cada processo, ou seja, nos eluatos prove-
nientes da SPE. Foram analisadas as mesmas
concentrações dos estudos de precisão, em tri-
plicata/concentração. A recuperação média foi
de 99,1% para a AMI e de 93,8% para a NOR
(Tabela 4).

Os limites de detecção e de quantificação fo-
ram definidos pela relação sinal/ruído de 3 (LD)
e de 10 (LQ) com relação ao perfil de amostras
brancas, e determinados através da adição de
amitriptilina e nortriptilina em amostras de pool
de plasma branco, sendo analisadas 5 replicatas
por concentração. Os limites de detecção foram
respectivamente de 7,3 ng mL–1 para a AMI e de
6,9 ng mL–1 para a NOR; o limite de quantifica-
ção foi estabelecido em 20 ng mL–1 para ambos
analitos.

A maior parte de estudos envolvendo a aná-
lise de antidepressivos tricíclicos utiliza a LLE no
preparo de amostras. Porém, alguns autores
descrevem o uso de extração em fase sólida,
ainda que não voltada para a análise simultânea
da AMI e de seu metabóltito ativo, a NOR. Ja-
sinska & Starczewska (2003) 25 aplicaram a téc-
nica para extração de AMI em SPE C18 e da IMI
e clorprotixina em SPE cicloexila em amostras

Recuperação (%)
Concentração (ng/mL–1)

AMI NOR

20 98,2 89,5
50 96,1 97,8
300 103,2 94,3

média 99,1 93,8

Tabela 4. Recuperação (%) do método de análise de
amitriptilina (AMI) e nortriptilina (NOR) por SPE C18.
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de plasma, seguida de detecção espectrofotomé-
trica, com recuperação entre 96 a 103%. Samani-
dou et al. 26 usaram a SPE C18 para extração
dos ADT: AMI, CLOMI, IMI e doxepina em
amostras farmacêuticas e em urina e plasma
(após precipitação de proteínas), com recupera-
ções entre 91 e 114% para o plasma.. 

Na técnica desenvolvida e proposta nesta
pesquisa, foi avaliada a necessidade ou não de
se usar previamente ao carregamento da amos-
tra no cartucho C18 um agente precipitante de
proteínas, no caso a acetonitrila na proporção
2:1. Os resultados mostraram não haver esta ne-
cessidade, pelo contrário, houve resposta menor
dos analitos após a precipitação, o que pode ser
esperado uma vez que sempre há perda parcial
dos analitos na precipitação protéica.

O uso dos cartuchos empacotados com octa-
decila, nas condições otimizadas e validadas
descritas, permitiu seu uso na extração de amos-
tras de plasma de dois pacientes em uso de
amitriptilina, resultando num valor de 259,3 e
de 178,0 ng mL–1, respectivamente para a ami-
triptilina e nortriptilina para o paciente A. O pa-
ciente B mostrou valores de 128,3 e de 117,3 ng
mL–1, respectivamente para a amitriptilina e nor-
triptilina, em amostra coletada antes da ingestão
da dose da manhã (concentração vale). Estes re-
sultados denotam que este sorvente permite a
sua aplicação em amostras reais de pacientes
tratados com o fármaco. 

Testes de repetitividade com os polímeros 
Uma vez otimizadas as condições para uso

do MISPE, foram realizados experimentos para
avaliar a repetitividade do método, antes de se
fazer a validação do mesmo. Após várias tentati-
vas, usando o mesmo cartucho para 6 replicatas,
com lavagem do mesmo entre cada percolação
de amostra, e também utilizando um cartucho
novo para cada replicata com polímero prove-
niente da mesma síntese, não se conseguiu re-
sultados precisos, e CV tão elevados quanto
84,3% para a NOR e 100,5% para a AMI foram
observados, o que impossibilitou a continuidade
dos estudos com os polímeros. 

Talvez a baixa precisão seja ocasionada, em
parte, por variações na disposição das cavidades
seletivas expostas para ligação do analito, espe-
cialmente considerando a pulverização manual
do monólito que gera partículas irregulares. A
variação dos resultados a cada teste comprome-
teu a repetitividade dos resultados destes mate-
riais para aplicação no preparo de amostras. Foi

Figura 4. Cromatogramas de amostra de plasma bran-
co extraída por C18 (a), MIS-AMI (b) e MIS-NOR (c).

ainda feita tentativa de gerar curva analítica para
este polímero, porém, sem sucesso, com valores
de áreas de pico às vezes maiores para concen-
trações mais baixas. Somado a este fator com-
prometedor, vale destacar que a vida útil dos
cartuchos de MIS, quando aplicados em amos-
tras reais, após precipitação protéica, foi muito
baixa, em torno de duas extrações. Para amos-
tras teste, aquosas, os cartuchos foram usados
em torno de oito vezes. O pequeno número de
extrações foi decorrente da resposta mais variá-
vel do polímero com o aumento do uso, como
também da obstrução da fase sólida à passagem
dos solventes, muitas vezes observada em cartu-
chos novos. Silva & Augusto 10 relataram o uso
do cartucho em até vinte extrações em amostras
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de urina para análise de cafeína.
Perfil cromatográfico

A Figura 4 mostra cromatogramas de um
pool de plasma branco, extraído por C18, MIS-
AMI e MIS-NOR. A Figura 5 mostra cromatogra-
mas para amostras fortificadas com os analitos e
extraídas, respectivamente, pelo SPE C18, MIS-
AMI e MIS-NOR. Pode-se verificar que o perfil
dos brancos de amostra extraídos no MISPE está
mais limpo de que os extraídos pelo SPE octa-
decila. Para amostras líquidas, os MIP têm sido
frequentemente comparados com sorventes
clássicos a fim de demonstrar a possibilidade de
obtenção de uma linha de base mais limpa
quando se usa MIP do que quando se usa sílicas

Figura 5. Cromatograma de amostra de plasma fortifi-
cado com 400 ng mL–1 de DESI, NOR e AMI extraída
por C18 (a) e cromatogramas de amostra de plasma
fortificado com 400 ng mL–1 de NOR e AMI extraída
por MIS-AMI (b) e MIS-NOR (c).

C-18 ou polímeros hidrofóbicos 8.
CONCLUSÕES

O uso de polímero de impressão molecular,
obtido por processo sol-gel usando o aminopro-
piltrimetoxisilano como monômero e a AMI ou
a NOR como moléculas molde, resultou em ma-
terial que não mostrou repetitividade adequada
para uso na análise cromatográfica da AMI e
NOR. Porém, a dessorção do molde foi possível
neste tipo de polímero e os cromatogramas re-
sultantes da extração de amostras de plasma
mostraram-se mais limpos e livres de interferen-
tes de outros constituintes da amostra que pu-
dessem comprometer a identificação dos anali-
tos. O sorvente sílica octadecila em SPE de-
monstrou condições adequadas para uso na
análise cromatográfica de AMI e NOR em plas-
ma, denotando simplicidade, linearidade, repeti-
bilidade e recuperação que permitem seu uso
para fins de monitorização terapêutica ou estu-
dos de biodisponibilidade com estes fármacos.
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