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Resumo

Desde 1990 que as perturbagcbes mentais tém vindo a aumentar, bem como 0 consumo de
antidepressivos, antipsicoticos, anticonvulsivantes e analgésicos, uma vez que o tratamento deste tipo
de perturbagdes através de medicacgdo é importante para uma positiva recuperagdo dos utentes. Porém,
0 consumo destas substancias também apresenta riscos de sobredosagem associados, que podem
conduzir a intoxicagdes ou a morte, sendo essencial desenvolver metodologias simples e sensiveis que
permitam a detecdo e identificacdo das mesmas em amostras biolégicas, nomeadamente, em sangue.

Deste modo, este projeto teve como objetivo desenvolver e validar uma metodologia analitica para a
confirmacdo qualitativa, em sangue, de um largo espetro de medicamentos (antidepressivos,
antipsicoticos, anticonvulsivantes e analgésicos), completando um total de 25 farmacos, constituida por
uma preparacao de amostras e andlise instrumental simples e rapidas, utilizando como equipamento
analitico a tecnologia UPLC-MS/MS. O pré-tratamento das amostras foi realizado com recurso a técnica
de precipitacdo de proteinas, seguindo-se a analise por cromatografia em fase liquida acoplada a
espetrometria de massa em tandem a operar no modo de monitorizacdo de multiplas reagoes, através da
selecdo de duas transicdes idnicas para cada analito. O método demonstrou ser robusto e seletivo para
cada analito, tendo sido obtidas recuperacdes entre 77 e 95%, ndo se verificando arrastamento. Nao se
observaram efeitos matriz significativos, com exce¢do da cetamina, metadona, sertralina e tramadol,
mas tal fendmeno ndo comprometeu os restantes parametros de validacdo, nomeadamente, o limite de
detecdo. Para este Ultimo obtiveram-se valores entre 2 e 4 ng/mL, com excegdo do fenobarbital (80
ng/mL), sendo estas concentragdes subterapéuticas. Desta forma, foi possivel desenvolver e validar com
sucesso uma metodologia analitica rapida e simples para a identificacdo de 25 medicamentos, por
UPLC-MS/MS, utilizando uma pequena guantidade de sangue periférico postmortem, fator favoravel
uma vez que este, muitas vezes, se encontra pouco disponivel em cadaveres.

Palavras-chave: Precipitacdo de proteinas; Medicamentos; UPLC-MS/MS; Validacao



Abstract

Mental disorders have increased since 1990, as well as the consumption of antidepressants,
antipsychotics, anticonvulsants and analgesics, once the treatment of this type of disorders through
medication is important for a positive recovery. Notwithstanding, the consumption of these substances
also poses associated risks of overdose, which can lead to intoxication or death, and, for this reason, it
is essential to develop simple and sensitive methodologies that allow their detection and identification
in biological samples, namely in blood.

This way, this study aimed to develop and validate an analytical method for qualitative confirmation, in
blood, of a wide spectrum of medicines (antidepressants, antipsychotics, anticonvulsants and
analgesics), in a total of 25 medicines, using a fast and simple sample preparation procedure and UPLC-
MS/MS instrumental analysis. Sample pre-treatment was performed using a protein precipitation
technique, followed by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry, operating in
multiple reaction monitoring acquisition mode, by selecting two ionic transitions for each analyte. The
method proved to be robust and selective for each analyte, with extraction recoveries between 77 and
95%, with no carryover. No significant matrix effects were observed, except for ketamine, methadone,
sertraline and tramadol, however this phenomenon did not compromise the other validation parameters,
namely, the limit of detection (LD). For the latter, values between 2 and 4 ng/mL were obtained, except
for phenobarbital with a LD of 80 ng/mL, these concentrations being subtherapeutic. Therefore, it was
possible to successfully develop and validate a quick and simple analytical methodology for the
identification of 25 medicines, by UPLC-MS/MS, using a small amount of postmortem peripherical
blood, an important factor as it is usually less available.

Keywords: Protein precipitation; Medicines; UPLC-MS/MS; Validation



Indice

Dedicatoria € agradBCiMENTOS ........ccueiueieeieie et et se et s et e e e s te s e e be e e b e be s e e saesteestesresteesbesneeneenreans ii
RESUMIO ...ttt et b e bt b e e s bt sh b e ek bt e Rt oAbt e bt e ke e eE e e e R bt e Rt e e be e nbe e bt e naeenanennee iv
AADSTTACT ... bbb R bbb et R e Rt bbb n e n e v
13T ot U RO U TR vi
INOICE U8 FIQUIAS ..ottt ettt s s s s s iX
INAICE 08 TADEIAS.......coovvviceeeicee ettt sttt nens Xiv
Lista de abreviaturas € SIGIAS.........ooiiiiiiiiiii e XiX
CaPItUIO 1 — INEFOGUGAOD ... vttt ettt bbbttt ettt et 1
1.1, SAUAE MENTAL ......eiiieieec ettt ettt e 1
1.2. Tratamento farmacol6gico de perturbagdes MENtaIS ...........ccovvrrirriineieree e 2
O AN T [=T o] 1S 1Y OSSR 2
O O T (00 ) [ WSS 4

O O 0 [ USSR 4
1.2.0.3. SEITFAIING ... et b et nr e 4
1.2.0.4, CIEAIOPIAIM ...ttt bbbt b bbbt 4
1.2.0.5. VENIAFAXING ...vvevieiisiiciece ettt sttt e 4
N Y [T a7 V4= o] [ VPSS 5
O R I - {0 o [0 o WSS 5
1.2.0.8. IMHIANSEIING ...eeveveieeieeie ettt et et s ettt et e et en e s e eb e et e s tesbenee e ene e 5
1.2.2.9. AMITTIPTHING ..o e 5
I 0 T Lo ) 1 T PSSR 5
O 0 @1 o 44 7o U a1 - PSSR 6

1.2.2. ANTIPSICOLICOS ...ttt bbbttt ettt bbbttt b ettt et 6
A I O T T 1< 1 = VA - SRS 7
1.2.2.2. ClOZAPING. ...ttt bbbttt bbb 7
1.2.2.3. HAIOPEIIAOL ...t 7
1.2.2.4. LEVOMEPIOMAZING ...c.viiuieveiteetieiteeteetesteete e e ste e e e sbesteestesbeessesteetsesbesbeessesbesreesbestessnesreares 8
1.2.2.5. OIANZAPING. ...ttt bbb ettt 8
1.2.2.6. QUELIAPING ...veevviiieeti ettt ettt et te et st s b e s te e s e s beebe e besbeessesbesreebesteeneesreares 8

1.2.3. ANLICONVUISIVANTES .....oveeiie ettt e s be s e tesreenaesteeneeneennen 8
1.2.3.1. CaArbDAMAZEPING ....cveeveitietiieeite ettt bbbt b bbbt e 9
R B T T (13 USSP 9
1.2.3.3. FENODAIDITAL.......c.eciiiiiice e ns 9
O B S =Y - Yo =1 o o SRR 9
1.2.3.5. TOPITAMALO ......veviiieiisiiete ettt bbbttt bbb 10

1,24, ANAIGESICOS ..ottt ettt bbbttt ettt 10
o I O -V 1] |- USRS 10

Vi



O S (V=1 v-To (0] o - W PTPTRTRTRR 10

1.2.4.3. TrAMAUON ...eveeieiee bbbttt b bt 11

1.3. Importdncia medico-legal do estudo de farmacos antidepressivos, antipsicticos,
anticonVUuISIVaNtes € aNAIgESICOS .........cviiiiiie ettt st e e be e sresraerenre s 15
1.4. Medicina Legal € ToXiCOlOgia FOTENSE .......ccueiiiiiiiie s ns 15
1.4, FarMACOCINETICA. ...vevveveeeiitesieitesieiee e ete ettt et e e testeste st e e e e seeseeseetessesteneenseneenens 16
1.4.2. FArMAaCOUINAIMICA .....ceuviuiitiiieite ettt ettt sttt sttt ettt nb et st nb b 16
1.4.3. MatrizeS DIOIOQICAS. ......ecueeeiiiieiiieete bbb 17
1.5. Instituto Nacional De Medicina Legal e Ciéncias FOrenses, L.P. ........c.ccoceoeiiininininencncee 17
1.6. Metodologias de analise de SUDStANCIAS NO SANQUE ......cveiveiverieiieeiesie et sre et 18
1.6.1. PreparaGao d€ BMOSIIAS ........ecververereieeiiaiisiestesse e sttt ss et st s e sb e nennennen e 18
1.6.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (UPLC-MS/MS) . 19
1.6.2.1. Cromatografia lQUIba..........ccooeiiiriii s 19
1.6.2.2. ESPErOMELria 08 MASSA .....c.uervererieiiriiriisiesieste ettt sttt bbb 20
1.6.3. Validagdo do MELOdO aNAITTICO ......cvevieiiiiiiiieie e s 22
1.7, ODJEIIVO .ttt b e 23
Capitulo 2 — EXPEIMENTAL.......cviiiiiiiie ittt be et be s te e e beeseesbeeteebesreeneere e 23
2.1. REAGENTES € PAUIDES ....vveveeieeieeiteetie sttt et ste e te et e s te et st e s te e besbe e b e s beeaeesbesteentesbeeteetesreennenrens 23
2.2. Preparacdo de misturas-padrao € SOIUGDES ..........cruerverieireieinesisie e 23
2.3. MateriaiS € EQUIPAMENTOS ........ciieieieereie st ettt et e e e e stesteesbesre e b e stesseestestaesbesresreebesreeneenreans 25
2.4, AMOSEIAS DIOIOGICAS ......c.veviieiiiiciiiee bbbttt 26
2.5. Procedimento eXPerimental............ccccoiiiiiiiiiiiese ettt s 26
2.5.1. Construcao do MEOAO NO SOFLWAIE .........cevererieieieieee e 26
2.5.1.1. ESPEtrometria 08 MASSA......ccueveririeriiriirtesiestesteeeee sttt 27
2.5.1.2. Cromatografia liquida de ultra efiCiencia...........cccocveviiiiiiiccc e 28

2.6. Desenvolvimento da metodologia (Procedimento de preparagdo das amostras)..............cccve..... 29
2.7. ValidaGa0 00 MELOTO. .......cuiieiiiieiiieiiite ettt bbbt bbb 30
2.7.1. Seletividade/eSPeCIfiCIAATE ........c.ccviii et 31
2.7.2. Capacidade de identifiCAGAD .........cueiririieriiteii e 33
2.7.3. EfiCIENCIA A8 EXIFAGAD ....veviveieieiieceie sttt ettt e enes 33
W N - 1 - 101 1) 1 0 ISP ORI 34
2.7.5. ETQIO 08 MALIZ ....eveieiee ettt et st e e st esaeste et esreereentenre s 34
2.7.6. LIMIte & AELEGAD ....oveiveeeiiieieeieeee ettt sttt sttt 35
2.7.7. RODUSEEZ ....ccvee ettt sttt e e st e et ebesbe e s e e s teeneesaesaaeneeneeateentenres 37
2.8. Aplicacdo do MEtOdO @ AMOSLIAS FEAIS ......c.veveieeeiirieierieieee et be e neens 37
Capitulo 3 — RESUITAN0S € DISCUSSEO. .. ...evereeriereereaieatesiesiesieieseeeeressestessesteseeeeseeseeseesessessessessenseneeseeses 38
3.1. Desenvolvimento da MetodOlOGIA ........cvuviririiiiieieiee e 38
3.1.1. Escolha do SOIVENtE A& EXIrAGED ........ceeieeteeeeeeee ettt 38
3.2. Validagho A0 MELOUOD......c.ciueiiieiieie ettt eaas 39
3.2.1. Seletividade/especificidade e capacidade de identificago ...........cccocvvevriereiieicieeieies 39

vii



3.2.1.1. Critério da diferenca do tempo de retengdo relativo...........cccceveveveieiniecie s, 39

3.2.1.2. Critério das intensidades relatiVas ...........ccooerereiriiinine e 41

3.2.2. EfICIENCIA A8 EXIIAGAD ....veveuvereeeeeiieieiesit sttt 45
3.2.3. ATTASTAMENTO ...ttt ettt b e bbbt e s b et be e b bt bbb e b e 46
3.2.4. EFEIT0 08 MALIIZ ...vviiviiicie e bbbttt bbbt 47
3.2.5. Limite de deteGa0 (LD) ...ooveiveieieeeieisese s 50
B.2.8. RODUSTEZ ...ttt bbbttt bbb 56

3.3, ANALISE (8 AMOSIIAS FBAIS ..ve.veuvereereesierierietietesiestesees e et e eeseste s e stessesteseeseeseeseesaesessessesseseeseessenens 56
CaPTTUIO 4 — CONCIUSBES. ...ttt bbbt b et b ettt et 60
Capitulo 5 — BiblIOgrafia........cccoeiiiiiii i 62
CAPTTUIO B — ANEXOS .....vveeiteetee ettt bbb bbb bbb bbbt b et b et b et et e e et s 69
Anexo A — Andlise do padrdo de fragmentacdo dos farmacos antidepressivos, anticonvulsivantes,
antipsicoticos, € analgésiCoS €M ESTUD. .........eiveirieiirieii e 69
Anexo B — Razdo S/R para cada um dos analitos em cada uma das pools analisadas, na confirmagéo
da positividade no estudo da seletividade/especificidade...........cccocevvrieiieiiiiiini i 82
Anexo C — Resultados obtidos para as amostras brancas e amostras fortificadas com benzodiazepinas

a 100 ng/mL, no estudo da seletividade/especificidade. ..........c.ccooevvieeieiiiiici e 85
Anexo D — Resultados obtidos para o estudo do limite de deteGao..........ccoceverereveriieieneneriesienen 102

Anexo E — Razdo S/R para cada um dos analitos em cada uma das pools analisadas, na confirmagéo
da positividade no estudo do limite de deteGa0. .......cevvrveririeiriiere e 127

viii



Indice de Figuras

Figura 1.1. Prevaléncia anual em Portugal das perturbagdes psiquiatricas (exceto esquizofrénicas e

delirantes), em 2013. (Andrade de Carvalho et al., 2014).........cccooieiiiiiiiniieeee 1
Figura 1.2. Representacdo esquematica do processo de precipitacdo de proteinas por adicao de solvente
oL oo T ol T 1 o Vo a0 1 ) SR 19
Figura 1.3. Representacdo esquematica do processo de ionizagdo por eletropulverizacdo (ESI).
(Banerjee and Mazumdar, 2011) ......c.cciiiieiiieie e se e sr e ra et e enrenre e 21
Figura 1.4. Esquema do funcionamento de um analisador de massa quadrupolo. (Argoti, 2008)........ 21

Figura 1.5. Principio da espetrometria de massa em tandem (MS/MS) (Vogeser and Parhofer, 2007) 22

Figura 3.1. Cromatogramas da pool 3, sem fortificacdo (& esquerda) e com fortificagdo com mistura-

padréo de 100 ng/mL de benzodiazepinas (& direita). .........ccooerirereeinenni e 44
Figura 3.2. Cromatogramas das amostras brancas A (a esquerda) e B (a direita) do estudo do fendémeno
de arrastamento (CAITYOVET). .....oveieuieiiitisiiste sttt ettt sttt bbbt b ettt b n e enes 46
FIQura 3.2. (CONTINUAGED). ......eueeueetiitisiesteste sttt ettt b e bt e bbb sb b b n e 47
Figura Al. Espetro de massa da amitriptilina (EC 18 V). ....cccvcviiieiiiiiii e 69
Figura A2. Espetro de massa do citalopram (EC 18 V). .....ccceiiiiiiiiiiiiiie e 69
Figura A3. Espetro de massa da fluoxetina (EC 10 €V)......covcviiiiiciiiiecec e 70
Figura A4. Espetro de massa da clomipramina (EC 16 €V).....c.ccccovveiiiiiiic i 70
Figura A5. Espetro de massa da mianserina (EC 20 V). ..o 71
Figura A6. Espetro de massa da mirtazapina (EC 20 V). .....cociiiieiiii i 71
Figura A7. Espetro de massa da nortriptilina (EC 16 €V)......cccooiieiiiiiiine e 72
Figura A8. Espetro de massa da paroXetina (EC 22 €V). ....cccvcveieiiciiiieiee et 72
Figura A9. Espetro de massa da sertralina (EC 12 BV). ....c.ccovcieiiie et 73
Figura A10. Espetro de massa da trazodona (EC 24 V). ... 73
Figura A11. Espetro de massa da venlafaxinga (EC 12 €V). .....ccooiiieiiiienie e 74
Figura A12. Espetro de massa da ciamemazina (EC 20 €V)........ccvoviiiiriiniiieneieeesse e 74
Figura A13. Espetro de massa da clozapina (EC 20 BV).......cooeeiriniininenie e 75
Figura A14. Espetro de massa do haloperidol (EC 20 V). ......cooiiieiiiiieie e 75



Figura A15. Espetro de massa da levomepromazina (EC 18 €V). ....coovvieeiiiieii e 76

Figura A16. Espetro de massa da olanzapina (EC 20 €V).......cccociiveiiiiiiiie i 76
Figura A17. Espetro de massa da quetiaping (EC 22 €V). .....ooeveieiiiiiiiiie e 77
Figura A18. Espetro de massa da carbamazepina (EC 14 V). ...cccccvcvvieiiie s 77
Figura A19. Espetro de massa da fenitoina (EC 12 V). cieiiii e 78
Figura A20. Espetro de massa do fenobarbital (EC 12 €V). .....cccoeiiiiiiiiiiiieeeee e 78
Figura A21. Espetro de massa do levetiracetam (EC 8 €V). ...ccccviveiiiiiiiic i 79
Figura A22.1. Espetro de massa do topiramato (EC 6 €V). ......cccoeiiiiiiiiiie e 79
Figura A22.2. Espetro de massa do topiramato (EC 10 V). ....cccoveiiiiiriniieieieeesese e 80
Figura A23. Espetro de massa da cetamina (EC 18 V). ....covciciiiiciiiie et 80
Figura A24. Espetro de massa da metadona (EC 18 €V). ..o 81
Figura A25. Espetro de massa do tramadol (EC 6 EV). ..ot 81
Figura C1. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 1.................. 85
Figura C2. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 2.................. 86
Figura C3. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 4.................. 87
Figura C4. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 5.................. 88
Figura C5. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 6.................. 89
Figura C6. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 7.................. 90
Figura C7. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 8.................. 91
Figura C8. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 9.................. 92
Figura C9. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 10................ 93

Figura C10. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 1 fortificada com
benzodiazepinas @ 100 NG/ML. ....cceoiiiiiee ettt st e sreeba e b e s reenresre e 94

Figura C11. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 2 fortificada com
benzodiazepings @ 100 NG/MLL. ....oci ittt e st et et sneeneenae e 95

Figura C12. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 4 fortificada com
benzodiazepinas @ 100 NO/ML. .....ooiiiiiieeeee ettt e b e 96



Figura C13. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 5 fortificada com
benzodiazepinas @ 100 NG/MILL. ....covoiiiiie et e b e ra et e s reenrenre e 97

Figura C14. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 7 fortificada com
benzodiazepinas @ 100 NG/MLL. .....cvoiiiiiee e et be e b e ra e besreenrenre e 98

Figura C15. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 8 fortificada com

benzodiazepinas @ 100 NO/MIL. .......oiiiiieeee et 99
Figura C16. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 9 fortificada com
benzodiazepinas @ 100 NO/ML. .....cviiiiieee e 100
Figura C17. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 10 fortificada com
benzodiazepinas @ 100 NO/MIL. ....covoiiiieie et sa e s re e e sreereenrenne s 101
Figura D1. Curva de calibragio do IeVEtiraCetam. ..........coceiirieiiiiisise e 102
Figura D2. Grafico do desenho de residuais do levetiracetam. ...........ccccceeveveiiicii v 102
Figura D3. Curva de calibragao da 0lanzapina. ............cccereieriiieinisise e 103
Figura D4. Gréafico do desenho de residuais da 0lanzapina. ...........cccceeereireiineineineeeese e 103
Figura D5. Curva de calibragao da Cetamina..........cuoviiririieieieieescs e e 104
Figura D6. Gréafico do desenho de residuais da Cetaming. ..........coccerrerriniiinniineieseese e 104
Figura D7. Curva de calibragao do tramadol.............cccceviriiiniieieisece e e 105
Figura D8. Grafico do desenho de residuais do tramadol. ...........cccceviieeiiii i 105
Figura D9. Curva de calibragao da mirtazaping. ..........cccceeererieieieiiisesese e 106
Figura D10. Grafico do desenho de residuais da mirtazapina. ..........ccccoevevveieeienesieese s 106
Figura D11. Curva de calibragdo da trazodOona. ...........ccoeiiiiiiieiiici e 107
Figura D12. Grafico do desenho de residuais da trazodona. ...........ccccceeveieieciene s 107
Figura D13. Curva de calibragdo do fenobarbital. ...........ccccoeiiieiiiiiiiie e 108
Figura D14. Gréfico do desenho de residuais do fenobarbital. ............ccoccoveiiiiiiinciiie 108
Figura D15. Curva de calibragao do tOpIramato. .........ccceeieiieiiniiie e 109
Figura D16. Gréafico do desenho de residuais do topiramato. .........ccccevereirieeriniineieseesee e 109
Figura D17. Curva de calibragdo da venlafaxina. ...........ccccooeriieiiiiiii e 110
Figura D18. Gréfico do desenho de residuais da venlafaxing. ..........c.ccoovvrereneiensisiceesese e 110
Figura D19. Curva de calibragdo do CItalOpram...........coeriiiiiiieiiiiisie e 111

Xi


file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214127
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214129
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214131
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214133
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214135
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214137
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214139
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214141
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214143

Figura D20.
Figura D21.
Figura D22.
Figura D23.
Figura D24.
Figura D25.
Figura D26.
Figura D27.
Figura D28.
Figura D29.
Figura D30.
Figura D31.
Figura D32.
Figura D33.
Figura D34.
Figura D35.
Figura D36.
Figura D37.
Figura D38.
Figura D39.
Figura D40.
Figura D41.
Figura D42.
Figura D43.
Figura D44.

Figura D45.

Gréfico do desenho de residuais do CItalopram. ...........ccocvvveiviieneneneieeee e 111

Curva de calibrag@o da MIANSEIINA. ......cccveveieiieiese e e ns 112
Grafico do desenho de residuais do MIANSEIING. .........cccevrvririerireiireere s 112
Curva de calibrag@o da ClOZapina..........ccccveveiiiieie i s 113
Gréfico do desenho de residuais da clozapina. .........cccccevvvieiviieie s 113
Curva de calibragio da qUELIAPING. .......cccoviiriiiierieeee e 114
Gréfico do desenho de residuais da quetiaping. ........ccccevvivieiiceece s 114
Curva de calibragdo do haloperidol..............coooiiiiiiicii e 115
Grafico do desenho de residuais do haloperidol. ... 115
Curva de calibrac@o da fenitoiNa. .........cccoveiieiiicc e 116
Grafico do desenho de residuais da fenitoiNa...........cccooeeiviieiiiiinee s 116
Curva de calibraco da carbamazeping. ..........ccccveveiiieiiiiiiie e 117
Grafico do desenho de residuais da carbamazepina. ...........ccveevreinerinennenne s 117
Curva de calibragio da CIamemMAZING. .........ccererreriiireieieeses e 118
Grafico do desenho de residuais da CIamemMAaZINg. ..........cccevvrierireiireiineiseee s 118
Curva de calibragio da ParOXetiNg. ..........cccevrererierierieisese e 119
Gréfico do desenho de residuais da paroXeting. ..........ccceevevveveieeicse e 119
Curva de calibracdo da metadona. .........cccveiiiieiinieieeese e 120
Gréfico do desenho de residuais da Metadona. ...........cccovrreeirirnreciinsees e 120
Curva de calibracdo da 1evOmepromazing. .........cccocveeeieierieniieseseseeeee et 121
Grafico do desenho de residuais da levomepromazina. ..........ccccoeeereriierinensenneseeens 121
Curva de calibracdo da amitriptiling. ..........ccooeieiinereinse e 122
Gréfico do desenho de residuais da amitriptilina. ...........cccooveeviierineneieiee e 122
Curva de calibragdo da nortriptilina. ..........ccoveiiiiiiie e 123
Gréfico do desenho de residuais da nortriptilina...........cccceoveiienieneneieese e 123
Curva de calibragio da fIUOXETING. ........ccciiiiiiiiieeee s 124

Xii


file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214145
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214147
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214149
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214151
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214153
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214155
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214157
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214159
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214161
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214163
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214165
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214167
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214169

Figura D46. Gréfico do desenho de residuais da flUOXEtiNa............coeverriiiereneiece e 124

Figura D47. Curva de calibracao da Sertralina. ...........ccccueieiieviiiiiie e 125
Figura D48. Gréfico do desenho de residuais da Sertraling. ............ccoeereineiinniincinceesee e 125
Figura D49. Curva de calibracao da Clomipraming...........cccoceeviiiiiieieiieene e s e 126
Figura D50. Grafico do desenho de residuais da clomipraming.............ccocevveeeeiiiieenesie s 126

Xiii


file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214171
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214173
file:///C:/Users/inesr/OneDrive%20-%20Universidade%20de%20Lisboa/Ambiente%20de%20Trabalho/Tese%20(final)%20-%20REV%20SS_HG%20Agos%202022.docx%23_Toc115214175

Indice de Tabelas

Tabela 1.1. Tabela resumo das propriedades dos analitos em estudo: dosagem terapéutica (ng/mL),
dosagem toxica (ng/mL), pico plasméatico (Tma, em horas), ligacdo a proteinas plasmaticas (%) e
semivida (T2, em horas). (C. Moffat et al., 2011) (Kim et al., 2021) (Repetto and Repetto, 2015) (Jann
etal., 1993) (Landmark and Johannessen, 2020) (Altamura et al., 1994) (U.S. Department of Health and
Human Services, 2018) (Bourin et al., 2006) ...........ccuriiiriiiieieiee s 11

Tabela 2.1. Parametros experimentais estabelecidos para a determinacdo dos farmacos antidepressivos,
antipsicoticos, anticonvulsivantes e analgésicos: transicdes MRM (12 e 2%), voltagem do cone (VC),
energia de colisdo (EC) para a primeira (1%) e segunda (2?) transi¢fes e modo de ionizacdo (ESI —
POSITIVO OU NEOALIVO). ...viivieieitecie ittt sttt st st te et e s e s b et e et e sbe et e e besbeebesteesseseeeraenbesaeeneenee e 27
LI Lo Eo 0t R (o 1T T - Vo To ) PSSR 28

Tabela 2.2. Gradiente de fase moével utilizado: solvente A —metanol (formato de aménio 2 mM, HCOOH
0,1%); solvente B — agua (formato de aménio 2 mM, HCOOH 0,1%)......c.cccccevevirieiveiesieeseseseeenes 28

Tabela 2.3. TR e janelas de aquisi¢éo estabelecidas para os diferentes analitos com base ho mesmo. 29

Tabela 2.4. Intervalos de tolerdncia minimos e maximos admitidos para as abundancias relativas dos
10ES GIAGNOSLICO. ...ttt bbbt b et b bbb bbbt bt e e e bbb b ne e 32

Tabela 2.5. Preparagdo das curvas de calibracdo dos 25 farmacos em estudo: pontos da curva de

calibracdo e respetivas coNnCeNtragies (NG/ML). ..c..oveiiiiiiiie et ens 36
Tabela 3.1. TRR de cada analito em cada pool e na amostra controlo a 100 ng/mL. ..........cccccccervennne. 39
QLI Lo 1=] e 0 (oo 1 £ VT o= To ) OSSP 40

Tabela 3.2. Diferenga entre o TRR de cada analito em cada pool e na amostra controlo (100 ng/mL).40
LI Lo 1=] e (oo 1 £V o= To ) OSSPSR 41

Tabela 3.3. Areas relativas dos ies, em percentagem, dos analitos em estudo na amostra controlo e
respetivo INtErvalo de tOIEIANCIA. ........coiiii e 42

Tabela 3.4. Areas relativas dos ides, em percentagem, dos farmacos em estudo, em amostras de sangue
COMIPIEXAS. ..ttt bbb bbb bbbt bbbt e et et et e bbbttt 42

Tabela 3.4. (CONTINUAGAD) .......everieieeiiitiitist ettt bbbttt bt r e enes 43

Tabela 3.5. Percentagem de recuperagdo obtida para cada analito & concentragdo de 100 e 1000 ng/mL.

Tabela 3.6. Percentagem de efeito de matriz observada, numa Gnica amostra, para cada analito em estudo
em duas concentracdes distintas e respetivo coeficiente de VariaGao...........cccevevveverevveiesese e 48

Xiv



Tabela 3.7. Percentagem de efeito de matriz observada, em diversas amostras, para cada analito em
estudo a uma concentragao de 1000 NG/MLL. .....cocveiiiiie e e e 49

Tabela 3.8. Equacéo resultante da curva de calibragdo de 10 pontos obtida para cada analito, respetivo
coeficiente de determinacédo (R?) e erro-padréo e limite de detecéo calculado e real (ng/mL)............. 50

Tabela 3.8. (CONTINUAGAD) ......cveiveiieiiesie ettt sttt ste et s b e et esae b e beese e s aesteesbesbeetaebesaeeneenre e 51

Tabela 3.9. Resultados obtidos para o controlo (C) e pools em estudo no teste do limite de detecdo de
cada analito: TR do analito (s) e do padrdo interno (PI) em segundos, TRR, ATRR, area dos dois ides
monitorizados para cada analito, abundancias relativas e intervalo de tolerancia das abundancias

=] F R Y7 OSSR 52
LI oL e A (oo g 11 TN - Vo= To ) ISR 53
Tabela 3.9. (CONTINUAGAD) .......evereeieeiietiitist ettt ettt r ettt bbb n s 54
Tabela 3.9. (CONTINUAGAD) ......vevereerietieiisie sttt sttt sttt e et et e b e b et st et e enes 55
Tabela 3.9. (CONTINUAGAD) .......eveieieeiieiiitist ettt ettt ettt b b r s 56

Tabela 3.10. Resultados obtidos (substancia detetada) para as amostras reais e amostras de soro dos
testes interlaboratoriais com o método desenvolvido de UPLC-MS/MS e respetiva comparagdo com o

0T (o To (o T [T © 1O 1Y 1 TSRS 57
Tabela 3.10. (CONTINUAGAD) ... .e.vereerierietiitesieste ettt sttt sttt b et se e s e b e b e nbesbe b e e e enes 58
Tabela 3.10. (CONTINUAGAD) ... .e.verierierieiieiesieste ettt sttt ettt b et e e s e b e b e nbenb et e e e enes 59

Tabela B1. Tabela com relagbes S/R obtidas para cada analito em cada transicdo i6nica, em cada

0410 IS VPP P PP PRI 82
Tabela BL. (CONTINUAGAD) .......eveieiiiiiitiitisteste ettt bbbttt 83
QLI Lo 1=] o = 3 (o] ] g [0 o= To ) OSSP 84
Tabela D1. Areas obtidas no estudo do limite de detecio do levetiracetam. .............c.cocovveerrverreernene, 102
Tabela D2. Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para o levetiracetam. ...........ccccocevverenne 102
Tabela D3. Resultado de residuais obtidos para o levetiracetam ............cccccveveviie e 102
Tabela D4. Areas obtidas no estudo do limite de detecfo da 0lanzapina..........c..cc.cc.ceveverercrcennne. 103
Tabela D5. Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para a olanzapina. .........ccccccceevvriernnne 103
Tabela D6. Resultado de residuais obtidos para a 0lanzaping............cccceeevviieneiieeenie e 103
Tabela D7. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da Cetamina.............coveveveveeveverrieenenn. 104
Tabela D8. Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para a cetamina. ...........ccoovevvvevrerererennens 104

XV



Tabela D9. Resultado de residuais obtidos para a cetaming..........ccccovvieveiiene e 104
Tabela D10. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo do tramadol.............ccccvvvvvereveveererreennnns 105
Tabela D11. Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para o tramadol. ...........cccccceeveriennnne 105
Tabela D12. Resultado de residuais obtidos para 0 tramadol.............ccceveveiienc i e 105
Tabela D13. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da Mirtazapina. ............c.ceeeevvevrereneennns 106
Tabela D14. Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para a mirtazapina. ............cccceeereernenne 106
Tabela D15. Resultado de residuais obtidos para a mirtazaping..........cccceevvevereveeivesesieesese e seenes 106
Tabela D16. Areas obtidas no estudo do limite de detegdo da trazodona. ...........c..cc.ceveevererrreunnene. 107
Tabela D17. Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para a trazodona. ...........ccccceeeerverinnne 107
Tabela D18. Resultado de residuais obtidos para a trazodona .............cceeveveeeerieseeiiese e 107
Tabela D19. Areas obtidas no estudo do limite de detegdo do fenobarbital.............c..cc.ccevvrrrrenneee. 108
Tabela D20. Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para o fenobarbital. ..............c.ccoceeni. 108
Tabela D21. Resultado de residuais obtidos para o fenobarbital ...............ccocooeriiiiiiiiiice 108
Tabela D22. Areas obtidas no estudo do limite de detegdo do topiramato............c..cc.ceeevererrreennne. 109
Tabela D23. Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para o topiramato. ..........ccccceeeeveviernenne. 109
Tabela D24. Resultado de residuais obtidos para 0 topIramato ...........ccocueerereriereieiine e 109
Tabela D25. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da venlafaxina. ..........c.cccoeeverveerecunenss 110
Tabela D26. Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para a venlafaxina. ............ccccccoeveienaee. 110
Tabela D27. Resultado de residuais obtidos para a venlafaxing .............ccccveveieieinininineneees 110
Tabela D28. Areas obtidas no estudo do limite de detecao do Citalopram...........cccoceveeeeverrreereceenenns 111
Tabela D29. Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para o citalopram.............ccccocevervrernnne 111
Tabela D30. Resultado de residuais obtidos para 0 citalopram............cccccevveeieicie e 111
Tabela D31. Areas obtidas no estudo do limite de dete¢do da MianSerin............ccco.vveververrrerveeeenenss 112
Tabela D32. Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para a mianserina. ...........cccceceeerveerinnene 112
Tabela D33. Resultado de residuais obtidos para a MianSering ...........ceeevveeererieeeeneseenese e e 112
Tabela D34. Areas obtidas no estudo do limite de detegdo da clozapina...........c..cc.cc.ovvevvverrreennenn. 113

XVi



Tabela D35.

Tabela D36.

Tabela D37.

Tabela D38.

Tabela D39.

Tabela D40.

Tabela D41.

Tabela D42.

Tabela D43.

Tabela D44.

Tabela D45.

Tabela D46.

Tabela D47.

Tabela D48.

Tabela D49.

Tabela D50.

Tabela D51.

Tabela D52.

Tabela D53.

Tabela D54.

Tabela D55.

Tabela D56.

Tabela D57.

Tabela D58.

Tabela D59.

Tabela D60.

Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para a clozapina............cccceevvvrereereennn. 113
Resultado de residuais obtidos para a clozapina...........cccccvevveveiiieiiivece s 113
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio da qUEtIapina. ..........cc.coevevererercicnnns 114
Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para a quetiapina. ............cccoeeevveviennnn, 114
Resultado de residuais obtidos para a qUEtiapiNg ..........ccccvevveieiieevieseere e 114
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio do haloperidol..........c..cc.cceveveeiercienans 115
Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para o haloperidol. ............ccccoevveienenn. 115
Resultado de residuais obtidos para 0 haloperidol.............covvviiiciiiine 115
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio da fenitoina. .......c..cc.cccvveverereereiecicnans 116
Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para a fenitoina.............ccccoeeeviviieienns 116
Resultado de residuais obtidos para a fenitoina...........c.ccceovereiininciieee e 116
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio da carbamazepina. ...........co.ceveveevervennce, 117
Estatistica de regressdo e coeficientes obtidos para a carbamazepina. ...........c.cccceeenen. 117
Resultado de residuais obtidos para a carbamazepinag...........ccccoeeereeirienieneneneneeseeeans 117
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio da Ciamemazina. ..........c..ccooeevvveveereenen, 118
Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos para a ciamemazina. ...........cccoceeveveenen. 118
Resultado de residuais obtidos para a Ciamemazina.........ccccecvveeieieerieseeeese e 118
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio da paroXeting. .............cce.cevververeeveerrnenen, 119
Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos para a paroxetina. ............ccceevrervrveennen. 119
Resultado de residuais obtidos para a paroXetina..........ccccvevveeeiieieseeniese e 119
Avreas obtidas no estudo do limite de dete¢o da Metadona..............cc.co.cevererrvercecnnns 120
Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para a metadona. .............cccceeeveenennenn, 120
Resultado de residuais obtidos para a metadona ...........cooveereiiereniene e 120
Avreas obtidas no estudo do limite de detecfo da levomepromazina. ............cc.cceeuene.. 121
Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos para a levomepromazina. ...................... 121
Resultado de residuais obtidos para a [evomepromazing ...........ccccecvevveenenenenenienieenns 121

XVii



Tabela D61.

Tabela D62.

Tabela D63.

Tabela D64

Tabela D65.

Tabela D66.

Tabela D67.

Tabela D68.

Tabela D69.

Tabela D70.

Tabela D71.

Tabela D72.

Tabela D73.

Tabela D74.

Tabela D75.

Areas obtidas no estudo do limite de detecao da amitriptiling. ............cccoceveerrvevecennenns 122
Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para a amitriptilina. ............c.ccccoevenenen, 122
Resultado de residuais obtidos para a amitriptiling............c.ccccevereiiiiiniiieee 122
. Areas obtidas no estudo do limite de detecfo da nortriptilina. ..........c.cocvvvevvreverrennnne, 123
Estatistica de regressao e coeficientes obtidos para a nortriptilina..............ccccceeevevnenenn, 123
Resultado de residuais obtidos para a NOrtriptiling..........c.ccoceeevereieinienin e 123
Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da FIUOXELINA. ...........cccvvervcrrvereesiieeeinns 124
Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos para a fluoxetina...........ccccooeevreinennnen. 124
Resultado de residuais obtidos para a fluOXetina............ccovrereieiiiiiiir e 124
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio da sertralina. ...........c..oceevrverererrenrecennn, 125
Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos para a sertralina. ...........ccococevrerrennnen. 125
Resultado de residuais obtidos para a sertralina............ccoccoveveiieieiecie e 125
Avreas obtidas no estudo do limite de detecio da clomipramina. ...........c..cc.cceeveverrennns 126
Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos para a clomipramina............c.c.ccceeenen. 126
Resultado de residuais obtidos para a clomipramina...........c.ccceeeeveiivereiesiecse e, 126

Tabela E1. Tabela com relagcbes S/R obtidas para cada analito em cada transicdo i6nica, em cada

amostra. ......

Tabela E1. (continuacéo)

......................................................................................................................................... 127

xviii



Lista de abreviaturas e siglas

5-HT — 5-hidroxitriptamina, ou serotonina

ACN — acetonitrilo

AED — medicamentos antiepiléticos, do inglés antiepileptic drugs
AMT — amitriptilina

CBZ — carbamazepina

CLP — clomipramina

CLZ - clozapina

CMZ — ciamemazina

COVID-19 — doenca do coronavirus

CTL — citalopram

CV — coeficiente de variagéo

CYP — citocromo P450

DC - corrente continua, do inglés direct current
DDD - doses diarias definidas

EC — energia de colisdo

EDDP — 2-etil-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina
EDMP — 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirrolidina
EM — efeito de matriz

ESI — ionizacdo por eletropulverizacdo, do inglés electrospray ionization
EUA — Estados Unidos da América

eV — eletrdes volt

FDA — Food and Drug Administration

FGA - antipsicoticos de primeira geragdo ou antipsicéticos tipicos, do inglés first generation
antipsychotics

FTX — fluoxetina

GABA — &cido y-aminobutirico

GC - cromatografia gasosa, do inglés gas chromatography
HPD — haloperidol

INMLCEF, I.P. — Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, Instituto Publico

XiX



IPS — Instituto Portugués do Sangue

KET — cetamina

LC — cromatografia liquida, do inglés liquid chromatography

LD — limite de detegdo

LEV — levetiracetam

LLE — extracdo liquido-liquido, do inglés liquid-liquid extraction

LVM — levomepromazina

MAOI — inibidores da monoaminooxidase, do inglés monoaminooxidase inhibitors
mCPP — m-clorofenilpiperazina

MEC — concentracdo minima efetiva, do inglés minimum effective concentration
MIRT — mirtazapina

MNS — mianserina

MP — mistura-padréo

MRM — monitorizacdo de multiplas reacoes, do inglés multiple reaction monitoring
MS — espetrometria de massa, do inglés mass spectometry

MS/MS — espetrometria de massa em tandem, do inglés mass spectometry/mass spectometry
MTC — concentracdo maxima tolerada, do inglés maximum tolerated concentration
MTD — metadona

m/z — razao massa/carga

NaSSA - antidepressivo noradrenérgico e serotoninérgico especifico, do inglés noradrenegic and
specific serotonergic antidepressant

NET — transportadores de norepinefrina, do inglés norepinephrine transporters
NRT — nortriptilina

OCDE - Organizacao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico

OLZ - olanzapina

OMS - Organizacdo Mundial de Saide

PB — fenobarbital

PHT — fenitoina

Pl — padréo interno

POC — perturbacéo obsessiva-compulsiva

PPT — precipitagdo de proteinas, do inglés protein precipitation

XX



PRX — paroxetina

QUEChERS — quick, easy, cheap, effective, rugged and safe

QUET - quetiapina

R — analito recuperado

RF — corrente de radiofrequéncia, do inglés radio-frequency current
SEP — sintomas extrapiramidais

SERT - transportadores de serotonina, do inglés serotonin transporters

SGA - antipsicéticos de segunda geracdo ou antipsicéticos atipicos, do inglés second generation
antipsychotics

SNRI — inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e norepinefrina, do inglés serotonin-
noradrenaline reuptake inhibitors

SPE — extracdo em fase sélida, do inglés solid phase extraction

SQTF — Servico de Quimica e Toxicologia Forenses

SRT - sertralina

SSRI - inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, do inglés selective serotonin reuptake inhibitors
S/R — raz&o sinal/ruido

Ta, — tempo de semi-vida

TCA — antidepressivos triciclicos, do inglés tricyclic antidepressants

Tmax — tempo do pico plasmatico

TPM — topiramato

TQD - triplo quadrupolo

TR —tempo de retencao

TRA — tramadol

TRR — tempo de retencdo relativo

TRZ — trazodona

UPLC — cromatografia liquida de ultra eficiéncia, do inglés ultra performance liquid chromatography
VC - voltagem do cone

VLF — venlafaxina

XXI



XXii



Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Satde mental

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a salde ndo é apenas a auséncia de doenca, mas sim
um absoluto estado de bem-estar fisico, mental e social. (World Health Organization (WHO), 1946)
Muitas vezes, erradamente, a salde é associada apenas ao bem-estar fisico, mas também a salide mental
é essencial para que os individuos vivam bem e em harmonia. Na auséncia de salde mental,
nomeadamente, existindo perturbacdes mentais, existem impactos em todos os momentos da vida: a
nivel laboral, pessoal e social. (OECD/European Union, 2020)

Entre as perturbagfes mentais existem os transtornos psicéticos (doencas psiquiatricas), responsaveis
por 22-28% do total de doengas a nivel mundial, que sdo condi¢bes de salde mental gravemente
debilitantes, que alteram a forma de sentir, pensar e agir de quem sofre da doenca, podendo conduzir a
delirios e alucinagdes. (Cipriani et al., 2018) (Hairston, 2021) Estes transtornos incluem a esquizofrenia,
bipolaridade, depressdo severa e suicidio psicotico que, no entanto, podem ser controlados ou tratados
com recurso a terapia e medicagdo. (Hairston, 2021)

Desde 1990 que as perturbagdes psiquiatricas, sobretudo a depressao, tém vindo a aumentar e, com 0
aparecimento da pandemia da COVID-19, a saude mental a nivel mundial foi ainda mais prejudicada a
partir do ano de 2020, aumentando o nimero de individuos com perturba¢Ges mentais (salientando-se a
depressdo, ansiedade e o stress pds-traumatico), sobretudo em paises com baixo rendimento. (Cipriani
et al., 2018) (OECD/European Union, 2020) (Caldas de Almeida et al., 2020)

Em 2015, estimou-se haver mais de 300 milhdes de pessoas (4,4% da populacdo mundial) a sofrer de
depressao, sendo na sua forma mais gravosa uma das principais causas de suicidio, tendo-se registado
em 2019 mais de 700 000 casos, 0 que se traduz numa morte a cada 45 segundos. (Carvalho, 2018)
(World Health Organization (WHO), 2021) Destarte, é urgente rever a importancia dada a satde mental
e tratar convenientemente as pessoas, 0 que representa um enorme desafio para os sistemas de saude.
(Cipriani et al., 2018)
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Figura 1.1. Prevaléncia anual em Portugal das perturbagdes psiquiatricas (exceto esquizofrénicas e delirantes), em 2013.
(Andrade de Carvalho et al., 2014)



Segundo dados de 2013 (figura 1.1.), as perturbagBes psiquidtricas (excluindo as perturbacGes
esquizofrénicas e delirantes) afetam mais de 20% da populacdo portuguesa. (Andrade de Carvalho et
al., 2014) Entre as perturbagdes psiquidtricas, as depressivas e de ansiedade sdo as de maior
predominancia em Portugal. Enquanto os homens possuem mais perturbacdes por abuso de substancias
e de controlo de impulsos, as mulheres demonstram maior incidéncia nas perturbac6es de ansiedade e
nas depressdes. (Andrade de Carvalho et al., 2014) (Caldas de Almeida et al., 2013)

1.2. Tratamento farmacoldgico de perturbacdes mentais

O acompanhamento e tratamento médicos e a reabilitagdo sdo fatores fundamentais para uma positiva
recuperacao de quem sofre de doencas mentais, sendo por isso muitas vezes necessario o controlo das
diferentes patologias com recurso a medicacdo. (OECD/European Union, 2020) (Conselho Nacional da
Saude, 2019) (Hairston, 2021)

Assim, nos Gltimos anos, tem sido crescente o consumo de medicamentos antidepressores, com 0
objetivo de tratar as perturbacdes mentais, tendo atingido em Portugal as 111,6 doses diarias definidas
(DDD) por 1000 habitantes por dia, em 2018. Também tem vindo a ser registada uma tendéncia
crescente de consumo de antipsicoticos, embora ndo tdo abrupta, que atingiu, em 2018, as 14 DDD por
1000 habitantes por dia. (Conselho Nacional da Saude, 2019)

Entre os anos de 2000 e 2017, duplicou o consumo de antidepressivos nos paises da Organizacao para
a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE). Portugal encontra-se no quinto lugar entre os
paises da OCDE onde mais existe consumo de farmacos antidepressores, possuindo uma taxa quase sete
vezes (6,93) superior a registada na Letonia, pais da OCDE com menor consumo de antidepressivos.
(Conselho Nacional da Saude, 2019) Se por um lado esta estatistica representa um melhor diagnéstico
da doenca depressiva e maior acessibilidade ao tratamento farmacolégico (Conselho Nacional da Saude,
2019), por outro lado apresenta associados os riscos de sobredosagem (acidental ou suicida), pelo maior
e mais facil acesso a medicagdo que atua ao nivel do Sistema Nervoso Central (SNC).

Os anticonvulsivantes, amplamente prescritos para o tratamento da doenca bipolar, e os analgésicos,
utilizados maioritariamente na terapéutica de combate a dor crénica, mas também no tratamento do
abuso de substancias e como antidepressivos, sdo duas das classes terapéuticas mais consumidas em
Portugal, representando 2,9 e 2,8%, respetivamente, das embalagens de medicamentos vendidas entre
janeiro e dezembro de 2019. (Chong and Lerman, 2016) (C. Watson, 2020) (Zarate and Niciu, 2015)
(Infarmed, 2019)

1.2.1. Antidepressivos

Os medicamentos antidepressivos atuam no Sistema Nervoso Central, normalizando o estado de humor
que esta deprimido e sdo prescritos, maioritariamente, em casos de ansiedade, depressao e transtorno
bipolar. (Cipriani et al., 2018) (Serretti et al., 2010)

No entanto, existe alguma preocupacdo em relacao a eficacia dos antidepressivos, uma vez que a relacao
a longo prazo entre os efeitos adversos e os beneficios ainda estd pouco investigada. Pelo que, a inovacao
em psicofarmacologia é fundamental, uma vez que os médicos possuem uma abrangente escolha de
medicamentos dentro do mesmo grupo de farmacos e necessitam de evidéncias que Ihes permitam fazer
a escolha mais adequada a cada paciente. (Cipriani et al., 2018)



Atualmente, os antidepressivos sdo preferencialmente classificados de acordo com o seu mecanismo de
acdo. (Moreno et al., 1999) A classe que abrange a maioria dos antidepressivos é a dos moduladores
monoaminérgicos, sendo que o principal mecanismo através do qual as monoaminas (dopamina,
serotonina e norepinefrina) atuam é pela recaptacdo neuronal, isto é, a recaptacdo pelos mesmos
terminais pré-sindpticos que as libertaram, aumentando assim a concentra¢do destas monoaminas no
neurdnio. A classe dos moduladores monoaminérgicos é constituida por quatro subclasses: inibidores
da monoaminooxidase (MAOI, monoaminooxidase inhibitors), inibidores da recaptacdo neuronal,
antagonistas de a-2 adrenorrecetores e multimodais. (Alvano and Zieher, 2019)

Inseridos na subclasse dos inibidores da recaptacdo neuronal, encontram-se 0s antidepressivos
relativamente seletivos, por possuirem afinidade superior por determinados transportadores. Os que
possuem maior afinidade pelos transportadores de serotonina ou SERT, serotonin transporters)
denominam-se inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (SSRI, selective serotonin reuptake
inhibitors), onde se inserem o citalopram, a fluoxetina, a paroxetina e a sertralina, que possuem,
paralelamente, outras acdes. (Alvano and Zieher, 2019) (Moreno et al., 1999) (Telles-Correia et al.,
2007) Outro grupo é o dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e norepinefrina, SNRI
(serotonin-noradrenaline reuptake inhibitors), com dupla acdo nos SERT e nos NET (transportadores
de norepinefrina, norepinephrine transporters), que inclui a venlafaxina. (Alvano and Zieher, 2019)
(Moreno et al., 1999)

Os antagonistas de o-2 adrenorrecetores compreendem o0 antidepressivo noradrenérgico e
serotoninérgico especifico, NaSSA (noradrenegic and specific serotonergic antidepressant), que é o
caso da mirtazapina. (Alvano and Zieher, 2019) (Moreno et al., 1999)

Os antidepressivos multimodais, além de inibirem a recaptacdo neuronal de forma ndo-seletiva (podem
inibir tanto os NET como os SERT), atuam em recetores distintos de acordo com o efeito antidepressivo,
dai a sua denominagdo. Subdividem-se em serotonérgicos (incluindo a trazodona), noradrenérgicos
(onde se insere a mianserina), e serotonérgicos/noradrenérgicos, incluindo os tradicionais
antidepressivos triciclicos (TCA, tricyclic antidepressants), como a amitriptilina, a nortriptilina, e a
clomipramina. (Alvano and Zieher, 2019) Embora haja uma grande diversidade de antidepressivos, estes
produzem aproximadamente a mesma resposta. (Alves et al., 2017)

Os farmacos SSRI sdo a subclasse de antidepressivos na qual se incluem os mais prescritos
mundialmente (citalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina), sendo os preferidos de momento para o
tratamento das perturbagfes de ansiedade e depressao, pois inibem a bomba de recaptacdo da serotonina
(recetores 5-HT), uma vez que esta hormona é a responsavel pela estabilizagdo do humor e das emogoes,
potenciando seletivamente a atividade da mesma. (Telles-Correia et al., 2007) (Jonnakuty and Gragnoli,
2008)

Entre os diversos antidepressivos existentes, sdo de maior importancia a fluoxetina, a paroxetina, a
sertralina, o citalopram, a venlafaxina, a mirtazapina, a trazodona, a mianserina, a amitriptilina, a
nortriptilina e a clomipramina, uma vez que, além de serem 0s mais prescritos, sao aqueles que sdo
detetados com maior frequéncia em amostras de sangue postmortem provenientes de autépsias médico-
legais realizadas pelo Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. (INMLCF, I.P.),
sendo crucial o seu estudo toxicolégico para o possivel estabelecimento de uma relacdo com a causa da
morte.



1.2.1.1. Fluoxetina

A fluoxetina, pertencendo ao grupo dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, permite a
acumulacdo da mesma no espago pré-sinaptico, aumentando a funcdo serotonérgica, que conduz a
efeitos antidepressivos, antiobsessivos, ansioliticos e antibulimicos, sendo por isso utilizada no
tratamento da depressdo, ataques de panico, perturbacdes de stress pos-traumatico, transtornos
obsessivo-compulsivos e perturbacdes alimentares. Este farmaco também inibe a recaptacdo de
noradrenalina. (National Center for Biotechnology Information, 2022a) (Telles-Correia et al., 2007) A
fluoxetina é metabolizada por N-desmetilacdo em norfluoxetina e tanto a fluoxetina como o seu
metabolito sofrem glucuronizacédo a fim de facilitar a sua excrecdo (metabolismo de fase I1). (Margolis
et al., 2000) (Perez-Caballero et al., 2014)

1.2.1.2. Paroxetina

A paroxetina é um farmaco antidepressor do tipo ISRS que inibe a recaptacdo de serotonina e de
noradrenalina e possui atividade anticolinérgica, permitindo o tratamento da ansiedade, depresséo,
perturbagéo obsessiva-compulsiva (POC) e stress pds-traumatico. (Telles-Correia et al., 2007) (National
Center for Biotechnology Information, 2022b) A paroxetina é oxidada no figado em paroxetina catecol
que é posteriormente convertida, por metilacdo e conjugagdo, em metabolitos glucuronido e sulfato.
(GlaxoSmithKline Inc., 2021)

1.2.1.3. Sertralina

A sertralina é utilizada na terapéutica do transtorno depressivo maior, ansiedade, panico e POC, uma
vez que € um farmaco inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina, que também inibe a recaptacao de
dopamina. (Telles-Correia et al., 2007) A sertralina possui um metabolito ativo, a norsertralina, que é
obtido por N-desmetilagdo. O metabolismo da sertralina também envolve desaminagdo oxidativa e
consequente N-hidroxilacdo (reducéo) e glucuronizacdo (conjugagdo), a fim da sua excrecdo. (FDA,
2016)

1.2.1.4. Citalopram

O citalopram é um antidepressivo seletivo para a inibi¢do da recaptagdo da serotonina, que possui uma
ligeira acdo anti-histaminica, e esta indicado para tratar a perturbacéo de panico e episodios depressivos
em fase inicial. (Telles-Correia et al., 2007) Por N-desmetilacdo, o citalopram é metabolizado em
norcitalopram (desmetilcitalopram) e em didesmetilcitalopram e, através das monoaminas oxidases, é
oxidado em citalopram-N-é6xido. (Caccia, 1998) (Bezchlibnyk-Butler et al., 2000)

1.2.1.5. Venlafaxina

A venlafaxina é um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (SNRI), sendo a
primeira superior a segunda. Este medicamento € utilizado no tratamento da ansiedade, do transtorno
depressivo maior, fobia social e panico. (National Center for Biotechnology Information, 2022c) A
venlafaxina é metabolizada no figado em O-desmetilvenlafaxina, N-desmetilvenlafaxina e N,O-
didesmetilvenlafaxina, sendo o primeiro o seu principal metabolito. (FDA, 2017)



1.2.1.6. Mirtazapina

A mirtazapina, farmaco tetraciclico, € um antidepressivo noradrenérgico e serotoninérgico especifico,
tendo sido aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento do transtorno
depressivo maior em 1997. (National Center for Biotechnology Information, 2022d) Os seus efeitos
prejudicam algumas tarefas cognitivas, uma vez que diminui o estado de alerta. (Serretti et al., 2010) Os
processos de metabolizacdo da mirtazapina sdo, maioritariamente, desmetilacdo e hidroxilacéo,
obtendo-se N-desmetilmirtazapina e 8-hidroximirtazapina, sendo o segundo o metabolito mais comum.
A N-desmetilmirtazapina sofre conjugacdo com o sulfato e a 8-hidroximirtazapina com o &cido
glucuronico para a sua excregao. (Timmer et al., 2000)

1.2.1.7. Trazodona

Derivado sintético da triazolopiridina, a trazodona € um antidepressivo multimodal que inibe a
recaptacdo de serotonina e atua também como antagonista adrenérgico e anti-histaminico, e € utilizada
ndo s6 no tratamento da depressdo, como da insénia, devido as suas propriedades sedativas. (National
Center for Biotechnology Information, 2022e) (Moreno et al., 1999) Este farmaco é altamente
metabolizado no figado em m-clorofenilpiperazina (mCPP), por N-desalquilacdo, sendo este o seu
metabolito ativo. (Rotzinger et al., 1998)

1.2.1.8. Mianserina

A mianserina aumenta a libertagdo de noradrenalina através de um mecanismo duplo (inibi¢do dos NET
e antagonismo dos o-2 adrenorreceptores pré-sindptico), sendo por isso classificada como um
antidepressivo multimodal. Farmacologicamente, possui 0os mesmos efeitos da trazodona. (National
Center for Biotechnology Information, 2022f) (Alvano and Zieher, 2019) Por N-desalquilagdo a
mianserina é transformada em N-desmetil-(R)-mianserina e em desmetilmianserina, através de N-
oxidacdo é metabolizada em N-oxi-mianserina e em N-oxi-(R)-mianserina e por hidroxilacdo aromatica
é transformada em 8-hidroxi-(R)-mianserina e em 8-hidroximianserina. (Koyama et al., 1996)

1.2.1.9. Amitriptilina

A amitriptilina é um antidepressivo triciclico (amina terciaria) e analgésico que atua como inibidor da
recaptacdo da serotonina e norepinefrina, com maior a¢do no bloqueio da serotonina, sendo adequado
para o tratamento perturbacdo depressiva maior. Além da sua fungdo antidepressiva, este farmaco
também permite tratar cefaleia de tensdo crénica e dor neuropatica em adultos. (Alvano and Zieher,
2019) O metabolismo da amitriptilina € essencialmente obtido por reacdes de desmetilagdo e
hidroxilacéo, seguindo-se o0 metabolismo de fase Il (reagdes de conjugacdo). No metabolismo de fase |
¢ obtida a 10-hidroxiamitriptilina e a nortriptilina que, por si s6, também é um farmaco antidepressivo
e é 0 metabolito ativo da amitriptilina. (Dean, 2012)

1.2.1.10. Nortriptilina

A nortriptilina € uma amina secundaria do grupo dos antidepressivos triciclicos e € um inibidor mais
potente da recaptagéo da norepinefrina do que de serotonina, permitindo o aumento da concentracéo de
norepinefrina no sistema nervoso central. Permite, assim, tratar a perturbacéo depressiva maior a curto-
prazo. Além de utilizada como farmaco, a nortriptilina é também um metabolito da biotransformacéo



da amitriptilina. (National Center for Biotechnology Information, 2022g) Antes da conjugagdo com
acido glucordnico, a nortriptilina é metabolizada no figado por desmetilacdo e hidroxilacéo, sendo o seu
principal metabolito ativo a E-10-hidroxinortriptilina. (Piatkov and Jones, 2011)

1.2.1.11. Clomipramina

Assim como a amitriptilina, a clomipramina é um antidepressivo triciclico do tipo amina terciaria, sendo
um inibidor mais potente da recaptacdo da serotonina do que as aminas secundarias. Este farmaco tem
funcBes terapéuticas sobretudo para casos de POC, sindrome de Tourette, esquizofrenia e depressao.
(National Center for Biotechnology Information, 2022h) O metabolismo da clomipramina ocorre por N-
desmetilacdo, 8- e 2-hidroxilacdo e N-oxidagdo, originando N-desmetilclomipramina, 8-
hidroxiclomipramina, 2-hidroxiclomipramina e N-oxi-clomipramina, respetivamente. (Nielsen et al.,
1996)

1.2.2. Antipsicoéticos

Os medicamentos antipsicéticos sdo utilizados no tratamento de diversos distirbios psiquiatricos graves,
como transtornos psicoticos ou maniacos, deméncia, delirio, transtorno de personalidade borderline,
esquizofrenia, sindrome de Tourette ou transtornos delirantes. Estes farmacos sdo divididos em dois
grandes grupos, de acordo com a sua evolucéo: antipsicoticos de primeira geracdo ou tipicos (FGA, first
generation antipsychotics) e antipsicoticos de segunda geragdo ou atipicos (SGA, second generation
antipsychotics). (Chokhawala and Stevens, 2021) (Gardner, 2005)

Os FGA (antipsicGticos convencionais/tradicionais), como a ciamemazina, o haloperidol e a
levomepromazina, sdo antagonistas dos recetores de dopamina, que induzem sintomas extrapiramidais
(SEP), incluindo distonias, discinesias e inquietagdo motora, quando utilizados em dosagens
clinicamente eficientes. Para contornar estes efeitos, foram sendo desenvolvidos 0s SGA (antipsicoticos
modernos), como a clozapina, olanzapina, e quetiapina que, ao invés dos anteriormente referidos,
originam baixos ou desprezaveis niveis de efeitos adversos indesejaveis, mas com a mesma capacidade
de tratar os sintomas psicéticos, por serem antagonistas dos recetores de serotonina e dopamina.
(Gardner, 2005) (Seeman, 2004)

Foi um estudo de 1988 que impulsionou o desenvolvimento de farmacos antipsicoticos atipicos, pois
demonstrou que a eficacia da clozapina (antipsicotico atipico) era superior a da clorpromazina
(antipsicotico tipico), sem apresentar os efeitos adversos caracteristicos da segunda, em utentes
diagnosticados com esquizofrenia e resistentes a altas doses de haloperidol. A clozapina passou a
integrar 0 novo grupo dos antipsicoticos atipicos por possuir muito baixo risco de SEP adversos. Desde
entdo, os antipsicoticos comercializados mais recentemente, tém vindo a ser designados com este termo,
embora divirjam quimica e farmacologicamente. (Gardner, 2005)

A descoberta de que os agonistas da dopamina provocavam ou agravavam a psicose e de que 0s seus
antagonistas eram eficientes contra os sintomas psicoticos, veio comprovar que a esquizofrenia €
causada pelo aumento da atividade cerebral da dopamina. Na generalidade dos medicamentos
antipsicoticos, sobretudo em casos em que ocorrem delirios e alucinac@es, a sua funcdo de bloqueio dos
recetores D, da dopamina é uma acdo farmacoldgica suficiente, no entanto ndo é o Gnico mecanismo
antipsicotico existente. (Gardner, 2005)



Os antipsicoticos tipicos, sobretudo os que possuem grande afinidade pelos recetores D, (por exemplo
o haloperidol), mesmo em doses reduzidas, apresentam riscos elevados de sintomas extrapiramidais,
porque interferem bastante com a neurotransmissdo dopaminérgica. Ao contrario, o baixo risco de SEP
associados aos antipsicoticos atipicos pode estar associado a sua maior afinidade pelos recetores de
serotonina e ndo de dopamina, no entanto, este fendmeno ndo é linear em todos 0s antipsicoticos
modernos. (Gardner, 2005)

A ciamemazina, a clozapina, o haloperidol, a levomepromazina, a olanzapina e a quetiapina séo 0s
antipsicoticos mais detetados em amostras de sangue postmortem recolhidas em sede de autopsia e, por
isso, é importante que existam procedimentos toxicolégicos que permitam a determinacdo destes
compostos em amostras biologicas, nomeadamente em sangue, uma vez que podem permitir estabelecer
uma relagdo com a causa da morte.

1.2.2.1. Ciamemazina

A ciamemazina é um derivado de fenotiazina que pertence ao grupo dos antipsicéticos tipicos por ser
um antagonista dos recetores D, da dopamina, no entanto, comporta-se como um antipsicético atipico
uma vez que blogueia mais fortemente os recetores da serotonina (5-HT2a) do que os da dopamina,
motivo pelo qual também possui atividade ansiolitica. A ciamemazina ndo so é utilizada no controlo da
esquizofrenia como também no da ansiedade. (Matias, 2015) (Hodé et al., 2011) Este farmaco é
metabolizado no figado em N-desmetil-ciamemazina e sulféxido de ciamemazina, que séo eliminados
via urinaria ao fim de 72 horas. (Hodé et al., 2011) (Bourin et al., 2006)

1.2.2.2. Clozapina

A clozapina é um derivado sintético da dibenzo-diazepina interage com os recetores da serotonina,
dopamina, histamina, acetilcolina muscarinica, com os adrenorecetores o; e liga-se fracamente aos
recetores D, da dopamina, ndo sendo estes ultimos o seu maior alvo. Esta complexidade reduz o risco
de sintomas extrapiramidais, sendo por isso classificada como um antipsic6tico moderno, no tratamento
da esquizofrenia. (Gardner, 2005) A clozapina é metabolizada no figado no seu ativo e principal
metabolito, a norclozapina (ou N-desmetilclozapina), por N-desmetilacdo, mas também em N-oxi-
clozapina (metabolito inativo) por N-oxidacéo, sofrendo posteriormente reagdes de glucuronizacdo para
a sua excrecdo. (Dean and Kane, 2012) (Erickson-Ridout et al., 2012)

1.2.2.3. Haloperidol

O haloperidol é o farmaco anticonvulsivante derivado da fenilbutilpiperidina mais utilizado no
tratamento da esquizofrenia aguda e cronica. Esta substancia tem efeitos significativos na transmissao
colinérgica e blogueia os recetores D, da dopamina no sistema mesolimbico do cérebro, inibindo a sua
neurotransmissao, provocando efeitos anti alucinogénios. (Mahadik et al., 1988) Este farmaco possui
um extenso metabolismo no figado, sendo que apenas 1% do mesmo n&o é metabolizado. E convertido,
por N-desalquilacdo oxidativa em acido p-fluorobenzoilpropidnico e em 4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-
piperidina, por reducéo € transformado em haloperidol reduzido, por oxidacdo em metabolitos piridinio
e em haloperidol glucurénido por glucuronizacdo. (Kudo and Ishizaki, 1999)



1.2.2.4. Levomepromazina

A levomepromazina é um derivado de fenotiazina, do grupo dos antipsicéticos tipicos, que blogueia os
recetores adrenérgicos e colinérgicos, produzindo efeitos antipsicéticos e sedativos, pelo que é utilizada
no tratamento do transtorno bipolar, fases maniacas e esquizofrenia. (Warot et al., 1988) O seu
mecanismo de acdo ndo é totalmente conhecido, mas é sabido que atua como antagonista dos recetores
dopaminérgicos, serotoninérgicos e colinérgicos, sendo que a sua atividade se assemelha a da
clorpromazina. (National Center for Biotechnology Information, 2022i) Este farmaco é extensamente
metabolizado antes de ser eliminado do organismo por hidroxilagdo aromatica, O- e N-desmetilacéo,
sulfoxidagéo e conjugacdo, possuindo mais de dez metabolitos. (Hals and Dahl, 1995)

1.2.2.5. Olanzapina

A olanzapina é um derivado sintético da tienobenzodiazepina que é utilizado no tratamento da
esquizofrenia e da bipolaridade. Este farmaco é antagonista monoaminérgico seletivo, ligando-se
fortemente aos recetores dopaminérgicos, serotoninérgicos, muscarinicos, histamina e al1-adrenérgicos
e fracamente ao GABAA, 0 que limita o risco de SEP adversos. (Gardner, 2005) A principal via de
biotransformacao da olanzapina é o metabolismo de fase I, através da conjugacao direta com &cido
glucoronico, no entanto, também pode ser metabolizada por hidroxilagdo em 2-hidroximetil-olanzapina,
por N-desmetilagdo em 4’-N-desmetil-olanzapina e por N-oxida¢do em N-oxi-olanzapina. (S0derberg
and Dahl, 2013)

1.2.2.6. Quetiapina

A quetiapina é um farmaco antipsictico derivado da dibenzotiazepina e, como 0s restantes
antipsicéticos atipicos referidos, liga-se mais fracamente ao recetor de dopamina do que a propria
dopamina e tem atividade semelhante a olanzapina. (Seeman, 2004) Tal como na maioria das drogas e
medicamentos, a quetiapina metaboliza-se, extensivamente, sobretudo no figado, onde ocorre a sua
oxidacg&o, sulfoxidag&o, hidroxilagdo, N- e O-desalquilagdo e reacGes de fase Il, sendo o seu principal
metabolito ativo a N-desalquil-quetiapina, que produz um efeito antidepressivo. (Bakken et al., 2012)
(Urichuk et al., 2008)

1.2.3. Anticonvulsivantes

A epilepsia é uma condi¢do neuronal que afeta entre 0,5 a 1% da populacdo mundial, para a qual existe
tratamento farmacoldgico. (Malawska, 2012) Os anticonvulsivantes, também denominados por
medicamentos antiepiléticos, AED (anti epilepsy drugs), sdo a base do tratamento da epilepsia, do
transtorno bipolar e do controlo de impulsos, uma vez que estabilizam o humor. (Chong and Lerman,
2016) (WebMD Medical Reference, 2021)

Estes farmacos podem ser classificados, genericamente, em quatro grupos, de acordo com a sua
atividade: moduladores de canais i6nicos (onde se insere a carbamazepina e a fenitoina), potenciadores
do acido y-aminobutirico (GABA) (como o fenobarbital), mecanismo de acdo multiplo (topiramato) e
os estabilizadores de neurdnios talamicos. (Malawska, 2012)

Dos anticonvulsivantes existentes, a carbamazepina, a fenitoina, o fenobarbital, o levetiracetam e o
topiramato séo os de maior importancia pois sdo aqueles que sdo detetados com maior frequéncia em



amostras de sangue postmortem provenientes de autopsias médico-legais realizadas pelo INMLCEF, I.P.,
sendo crucial o desenvolvimento de procedimentos toxicol6gicos que permitam a determinacdo destes
compostos em amostras bioldgicas, uma vez que podem permitir estabelecer uma relagdo com a causa
da morte.

1.2.3.1. Carbamazepina

Este farmaco é um anticonvulsivante triciclico, relacionado quimicamente com a familia dos
antidepressivos triciclicos. O seu efeito anticonvulsivante é obtido através do bloqueio dos canais de
sodio dependentes de voltagem e possui também propriedades analgésicas. (Chong and Lerman, 2016)
A carbamazepina é maioritariamente metabolizada no figado em 10,11-epoxicarbamazepina (por
oxidacdo), o seu metabolito ativo, que é posteriormente convertido, por hidrélise, em 10,11-
diolcarbamazepina (metabolito inativo) para ser excretada pela urina na forma livre ou conjugada.
(Yoshimura et al., 1998)

1.2.3.2. Fenitoina

A fenitoina é um dos AED mais prescritos nos Estados Unidos da América e possui 0 mesmo mecanismo
de acdo da carbamazepina no tratamento das convulsGes, uma vez que bloqueia os canais de sodio
dependentes de voltagem, suprimindo o disparo elétrico repetitivo de alta frequéncia das convulsoes.
(Chong and Lerman, 2016) (Thorn et al., 2012) Este farmaco é metabolizado num intermediario éxido
de areno reativo que é responsavel por alguns dos efeitos adversos da fenitoina. Por sua vez, este é
metabolizado em hidroxifenitoina (metabolito inativo), que se pode conjugar com acido glucurdnico
para ser excretada ou ainda metabolizada em catecol. O 6xido de areno também pode ser convertido,
por hidrdlise, em dihidrodiol-fenitoina, que também se pode metabolizar em catecol. O catecol pode
oxidar espontaneamente originando uma quinona reativa ou ser metabolizado em metilcatecol, que é
eliminado na urina. (Thorn et al., 2012)

1.2.3.3. Fenobarbital

O fenobarbital foi o primeiro anticonvulsivante eficaz introduzido em uso clinico, que pertence a classe
dos barbituricos e é utilizado como sedativo e no tratamento de convulsdes, através do prolongamento
da ativacéo do recetor GABAA, reduzindo a atividade dos neuronios. (M. Pacifici, 2016) (Chong and
Lerman, 2016) Este farmaco é metabolizado por hidroxilagdo no figado em 4-hidroxifenobarbital e
excretado pelos rins, na urina, na sua forma conjugada, maioritariamente por conjugacdo com &cido
glucurénico, podendo também ocorrer a conjugacao com sulfato. (M. Pacifici, 2016) (Kadi et al., 2011)

1.2.3.4. Levetiracetam

O levetiracetam é um derivado de pirrolidona e é um AED recente, motivo pelo qual ndo esta inserido
em nenhuma categoria de classificacdo dos anticonvulsivantes, inclusivamente porque diverge
quimicamente dos mesmos. Este farmaco liga-se neuronalmente a proteina da vesicula sinéptica 2A,
modulando a exocitose, inibe parcialmente os canais de célcio e a atividade excessiva entre 0s neuronios.
(Lyseng-Williamson, 2011) A principal via metabdlica do levetiracetam é a hidrolise enzimética do
grupo acetamida, ndo envolvendo as enzimas do citocromo P450 e, contrariamente & maioria das drogas
e medicamentos, este farmaco sofre primeiramente hidrolise no sangue. (Patsalos, 2004)



1.2.3.5. Topiramato

O topiramato € um monossacarido substituido por sulfamato, utilizado ndo s6 no tratamento de
convulsdes, mas também no tratamento do transtorno bipolar devido ao seu multiplo mecanismo de
acdo, uma vez que modula os canais i6nicos de sddio e calcio dependentes de voltagem e potencia a
acdo do GABA. (Chong and Lerman, 2016) Este farmaco metaboliza-se por metabolismo de fase |
(hidroxilacdo, hidrolise) e fase Il (glucuronizacdo) originando, entre outros, 0s metabolitos 2,3-
desisopropilideno topiramato, 4,5-desisopropilidene topiramato, 9-hidroxi-topiramato e 10-hidroxi-
topiramato. (Caldwell et al., 2005)

1.2.4. Analgésicos

A dor representa cerca de 70% das queixas de pacientes que se dirigem a consultas ou a servicos de
urgéncia. (Botea, 2020) Além de ser considerada a perce¢do de uma sensacao, a dor também € a reagdo
psicoldgica do paciente a mesma e, por isso, esta varia de acordo com o seu significado e humor da
pessoa. O limiar da dor é diminuido na presenca de tristeza, ansiedade e depressdo e aumentado quando
existe toma de analgésicos, ansioliticos ou antidepressivos. (Twycross, 1978)

O tratamento habitual e maioritariamente utilizado para reduzir ou tratar a dor é atraves da utilizacéo de
farmacos analgésicos, que sdo prescritos de acordo com o tipo de dor: recorrente, aguda, cronica ou
crénica de malignidade. (Botea, 2020)

Os trés analgésicos cetamina, metadona e tramadol demonstraram ser das drogas de uso mais prevalente,
depois das metanfetaminas e da heroina. (Cheng et al., 2008)

1.2.4.1. Cetamina

A cetamina é um medicamento com propriedades sedativas, amnésicas e alucinogénias, além de
analgésicas, amplamente utilizado como droga recreativa em discotecas devido as suas propriedades.
(Cheng et al., 2008) Este farmaco ¢ um bloqueador de poros de canal aberto, que regula o fluxo de
catides e a excitacdo neuronal. (Zarate and Niciu, 2015) Foi demonstrado, por Bermat et al., que a
cetamina em doses reduzidas é capaz de produzir efeitos antidepressivos em pacientes com transtorno
depressivo maior e bipolaridade. (Yang et al., 2019) O seu metabolismo ocorre por N-desalquilacéo,
originando o seu metabolito principal (a norcetamina), hidroxilacdo do anel de ciclohexona e
metabolismo de fase Il por conjugagdo com &cido glucurénico. (Dinis-Oliveira, 2017)

1.2.4.2. Metadona

A metadona é um opioide sintético de longa duracdo utilizado no tratamento da toxicodependéncia, da
dispneia e da dor severa, que blogueia a recaptacdo de serotonina e norepinefrina na fenda pré-sinaptica
e possui efeitos adversos caracteristicos dos opioides, tais como nausea e sedagdo. (Friedrichsdorf, 2019)
A metadona tem um metabolismo de fase | extenso, sofrendo primeiramente N-desmetilacdo, formando
um composto altamente instavel que se converte espontaneamente, por ciclizacdo e desidratacdo, em
EDDP (2-etil-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina) e este, por sua vez, é convertido em EMDP (2-etil-5-
metil-3,3-difenil-1-pirrolina), por N-desmetilacdo. (Volpe et al., 2018)
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1.2.4.3. Tramadol

O tramadol pertence a classe dos opioides e, desde 1977, tem vindo a ser utilizado como analgésico
narcotico, com propriedades analogas a codeina, bloqueando a recaptacdo de serotonina e norepinefrina,
sendo por isso recomendado para o tratamento da dor moderada a severa. (Cheng et al., 2008) (Botea,
2020) O uso de tramadol com antidepressivos dos grupos MAOI ou SNRI pode originar consequéncias
sérias ou até mesmo fatais. (Botea, 2020) Este farmaco metaboliza-se no organismo por N- e O-
desmetilacdo, produzindo N-desmetil-tramadol e O-desmetil-tramadol, e conjugacdo e possui mais de
20 metabolitos. (Kano and Miyagawa, 2006)

Na tabela 1.1 estdo resumidas as principais propriedades quimicas e farmacocinéticas dos farmacos
antidepressivos, antipsicéticos, anticonvulsivantes e analgésicos, atras referidos e que sdo
maioritariamente detetados em amostras de sangue postmortem de cadaveres autopsiados na Delegacéo
do Sul do INMLCEF, I.P., bem como nos Gabinetes Médico-Legais que atuam na sua dependéncia, e que
sdo objeto de estudo deste trabalho.

Tabela 1.1. Tabela resumo das propriedades dos analitos em estudo: dosagem terapéutica (ng/mL), dosagem toxica (ng/mL),
pico plasmatico (Tmax, em horas), ligagdo a proteinas plasmaticas (%) e semivida (Tw2, em horas). (C. Moffat et al., 2011) (Kim
et al., 2021) (Repetto and Repetto, 2015) (Jann et al., 1993) (Landmark and Johannessen, 2020) (Altamura et al., 1994) (U.S.
Department of Health and Human Services, 2018) (Bourin et al., 2006)

Farmaco/ Massa Dosagem Dosagem Tos Ligagdo
Férmula | molecular | Estrutura molecular | terapéutica toxica (nh";X proteica | Tuz (h)
quimica (g/mol) (ng/mL) (ng/mL) (%)

Amitriptilina |-, 50-200 (s) | 300-500 (p) | 2-12 95 25
C20H23N

Carbamazepi-

na 236,27 3000(_:)0000 1;8883’) 19-26 | 75-80 | 35-40

Ci1sH12N20 P

Ciamemazina ; ‘ :

oGS 3235 ! | 500 (p) 9800 (L,s) | 2,25 - 11
Citalopram |! 400 (p); 500

CataFN,0 | 3244 ‘_. 10-200 (p) (L s) 4 80 3

p — Concentragdo no plasma; s — concentragdo no sangue; L — letal; ! — administragdo aguda; 2 — administragdo crénica;
* — padréo de eliminacdo de duas fases.
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Tabela 1.1. (continuag&o)

Farmaco/ Massa Dosagem Dosagem To Ligagdo
Formula molecular |  Estrutura molecular terapéutica toxica (E;x proteica | Tuz (h)
quimica (g/mol) (ng/mL) (ng/mL) (%)

pod N
(3. 0
Clomipramina i T s 400 (p);
CioH2CINa 314,9 1 20-200 (p) 1000 (L. 5) 2-6 97-98 32
|
\N_,
L b
Clozapina — 600 (p); 1,1-
C1sH19CINs 3268 ; /_”x]/ ) 100-500(P) | 4500 (Ls) | 3.6 I 8
; e
\\ / P N’/J{\ /?/]
ol il
H
o J
Fenitoina Q =" | 3000-15000 | 20000 (p);
252,27 1,5-3 90 7-42
CisHiN202 \ ®) 50000 (L, s)
Fenobarbital 4 n 6000-30000 30000 (s);
C12H12N203 232,23 (s) 50000 (L, s) 2-8 20-45 53-118
H/N N\H
T
Fluoxeti ( f “J 1000 (p) dl'_gl
uoxetina ; p); ias
CuHwFsNO | 30933 | ) 100-500(P) | gooo L,5) | B %4 46
{ dias?
‘ 3 >
|
Haloperidol ‘"“ ) 50 (p); 1000 | 1,7- 98,4- 14,5
CuHzCIFNO, | 728 : 0.5-40 (p) (L, 5) 6,1 92,5 36,7
|
p — Concentragdo no plasma; s — concentragdo no sangue; L — letal; 1 — administracdo aguda; 2 — administracdo crdnica
* — padréo de eliminacédo de duas fases.
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Tabela 1.1. (continuag&o)

Farmaco/ Massa Dosagem Dosagem To Ligagdo
Formula molecular |  Estrutura molecular terapéutica toxica (E;x proteica | Tuz (h)
quimica (g/mol) (ng/mL) (ng/mL) (%)
Cetamina 100-6000 7000 (p); 8,5
C13H16CINO 231,72 (p) 7000 (L, s) min. 53,5 3
Levetiracetam 3000-40000
< -
CaH1aNsOs 170,21 ) 400000 (p) 1 10 6-8
\
Levom_epro- J l 80 (s), 5- 400 (p):
mazina 328,5 | 150 (p) 4000 (L. 5) - - 20
C19H2aN20S AN A P '
| 1
Metadona . l o 500-1000
309,4 _ 30-300(s) | (p);400(L, | 1-75 | 85-90 7-59
CaH2zNO n
'O S)
Mianserina 100-500 (p);
CtHnCING 371,9 N O 50-100 () | g (Ls) 1-3 90 10-17
P
/
Mirtazapina 265,35 J N 20-100 (p) 1300-2300 ) o5 20-40
Ci7H19N3s N o (P
N
P
=3
Nortriptilina I >250 (p);
CasthaN 263,4 50-200 () | 10000 L9 7-8,5 93 16-38
H\N
Olanzapina T 100-200 (p);
CothoNeS 312,4 L 10 (s) 160 (L, 5 6 93 21-54

p — Concentracdo no plasma; s — concentragdo no sangue; L — letal; 1 — administracdo aguda; 2 — administragdo cronica;
* — padréo de eliminacédo de duas fases.
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Tabela 1.1. (continuag&o)

Farmaco/ Massa Dosagem Dosagem To Ligagdo
Formula molecular |  Estrutura molecular terapéutica toxica (:)”( proteica | Tuz (h)
quimica (g/mol) (ng/mL) (ng/mL) (%)
Paroxetina ‘ l\ N ; 350 (p);
CioHaoFNO3 329,4 i . 50-250 (p) 4000 (L. 5) - 95 21
Quetiapina 1800 (p);
CaHasNaOzs | 000 = 20-400() | sooo L, py | P 83 6-7
\‘\ \Vt‘i\ /‘/(?; /
7% M
Sertralina [ - 300 (p); 400 | 4,5-
2 -2 - 2
C17H17CI2N 306, E 50-250 (p) (L, s) 8,4 98-99 6
J
cl [ 3
Topiramato N ) o ) 2000-10000 1,8-
339,36 Ll N ‘ ) 20000 15-41 19-23
C12H2NOsS 150 ®) ®) | 43
Tramadol 1000 (s, p);
CisHasNO 263,37 100-800 (s) 2000 (L, 5) 2 20 5-6
i & — 2000-4000
Trazodona Y 300-1500 - 3-6*
C1oH2rCINSO 3719 \ ®) (p); 15000 1 89-95 5.g*
N (L, s)
N\
Venlafaxina 9774 ” J 40-150 6000 (s); ] . 5
C17H27NO2 ' (750) (p) 45000 (L, s)

p — Concentragdo no plasma; s — concentragdo no sangue; L — letal; ! — administragdo aguda; 2 — administragdo crénica;
* — padréo de eliminacdo de duas fases.
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1.3. Importancia médico-legal do estudo de farmacos antidepressivos, antipsicoticos,
anticonvulsivantes e analgésicos

A utilizacdo de medicacdo para controlar as perturbaces mentais é fundamental, contudo existem
alguns riscos associados a utilizacdo da mesma. Podera ocorrer a sobredosagem (acidental ou nao) de
farmacos antidepressores, antipsicéticos, anticonvulsivantes e/ou analgésicos e a toma de diferentes
farmacos em simultaneo, que podem conduzir a intoxica¢des. No caso de individuos que se encontrem
em tristeza profunda (como consequéncia da sua perturbacdo), estes poderdo praticar ou tentar o
suicidio, através da toma inadequada e premeditada das substancias que Ihe foram prescritas. Também
se pode dar o caso de, em situacdo de toma incorreta e/ou excessiva dos farmacos prescritos, ocorrer
uma intoxicacao acidental.

Devido ao numero elevado de intoxicacBes e suicidios associados a toma de antidepressivos,
antipsicoticos, anticonvulsivantes e analgésicos, é de interesse da comunidade cientifica detetar e
quantificar estas substancias em matrizes biolégicas (maioritariamente, em urina e sangue), uma vez
que os resultados obtidos permitem auxiliar o médico-legista na determinagdo da causa e da etiologia
médico-legais da morte. Poderdo também permitir retirar conclusdes relativamente ao estado de satde
em particular de cada individuo antes da morte e, da populagdo em geral, reunindo todos os dados
obtidos o que possibilita uma melhor monitorizagdo da medicacdo prescrita e controlo do
desenvolvimento das doengas mentais.

1.4. Medicina Legal e Toxicologia Forense

A autdpsia médico-legal visa determinar a origem do 6bito e as suas circunstancias. Assim, esta sO esta
concluida apds ser feita a colheita de todas as amostras necessarias para se proceder aos exames
complementares de diagnostico, uma vez que estes possibilitam o apuramento de factos que a simples
observacao do corpo durante a autopsia ndo permite. (Calabuig, 2004)

A toxicologia forense é um dos exames complementares de diagnéstico, sendo a ciéncia que estuda as
intoxicacOes e 0s agentes que as provocam, os toxicos, com propdsitos médico-legais. A diferenca entre
toxicologia clinica e toxicologia forense ndo é a ciéncia em si, mas o fim para o qual se destina, sendo
gue no caso da toxicologia forense o seu objetivo é dar resposta ao sistema legal, nomeadamente, em
casos de seguranca rodoviaria, doping, crimes facilitados por drogas (p.e. abusos sexuais), testes
ambientais e, no que concerne em casos de morte, a determinacdo da causa da mesma. (Smith and Bluth,
2016) (Drummer, 2010) A analise engloba, entre outros, o estudo do toxico (propriedades quimicas),
mecanismos de acdo, efeitos do seu consumo e os métodos de analise de substancias (qualitativos e
quantitativos). (Calabuig, 2004)

As andlises toxicoldgicas sdo um procedimento normal e rotineiro decorrente das autépsias, uma vez
que, se a autopsia for realizada dentro de um curto espago de tempo ap6s a morte e for realizada a
colheita de matriz biolégica (geralmente sangue) atempadamente, é possivel identificar e até mesmo
quantificar as substancias presentes no cadaver no momento da morte, uma vez que o metabolismo das
substancias cessa apds a mesma. (Smith and Bluth, 2016) Este tipo de analises requer equipamento
analitico especializado e profissionais qualificados, sendo também importante o conhecimento da
farmacocinética e farmacodinamia dos compostos, isto €, o percurso das substancias no corpo humano
e as suas consequéncias fisicas, respetivamente. (Drummer, 2010)
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1.4.1. Farmacocinética

A farmacocinética é o percurso realizado por um xenobidtico no interior do corpo humano, desde o
momento da sua administracdo até a sua excrecdo. Assim, este percurso divide-se em quatro etapas:
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e eliminagéo. (Calabuig, 2004)

A absorcdo é a via pela qual os metabolitos entram no corpo. Pode dar-se por via digestiva, respiratoria
ou pela pele. A via digestiva € a mais frequente em intoxica¢des acidentais, suicidas ou homicidas e
também a de interesse neste trabalho, uma vez que estdo a ser estudados medicamentos, que sao
administrados oralmente. (Calabuig, 2004)

A distribuicdo da-se quando ocorre passagem do xenobidtico para o sangue, entrando na corrente
sanguinea e percorrendo o fluido extravascular, tecidos e locais de depdsito. Este mecanismo é o mais
eficiente que o corpo possui a fim de evitar consequéncias negativas de um toxico letal que se degrade
lentamente, pois permite assim que se tente manter um equilibrio total do sistema. (Calabuig, 2004)

Para um xenobi6tico ser eliminado pelo organismo, este necessita de sofrer biotransformagédo (também
designado por metabolismo), que induz diversas modifica¢cbes quimicas nas moléculas, originando
metabolitos dos compostos originais e que, usualmente, sdo menos toxicos que 0s primeiros. Este
processo tem como objetivo tornar os compostos lipossollveis em hidrossolUveis para serem excretados,
geralmente, através de urina e/ou fezes. O metabolismo pode ser de fase | (0s compostos sofrem
oxidacdo, reducdo ou hidrolise) ou de fase Il (conjugacdo) e ocorre, na maioria dos casos, no figado.
(Calabuig, 2004) (Ereshefsky et al., 1995)

No metabolismo de fase | a maioria das oxidagdes s&o realizadas pelo citocromo P450 (CYP), um
conjunto de isoenzimas, situadas sobretudo no figado. As isoenzimas mais importantes nha
biotransformacdo séo a CYP1, CYP2 e CYP3 que realizam hidroxilagéo, desalquilagéo e desmetilag&o.
(Ereshefsky et al., 1995) Na biotransformacéo de fase 1l o xenobiético oxidado conjuga-se, geralmente
com acido glucorénico (no figado), formando uma molécula mais polar, capaz de ser eliminada.
(Calabuig, 2004)

Apos obtencéo dos produtos finais, mais polares e hidrofilicos, capazes de serem excretados, estes sdo
eliminados do corpo humano por diferentes vias, como a urina, as fezes, o suor, a saliva e o ar exalado.
(Calabuig, 2004)

1.4.2. Farmacodinamica

A farmacodinamica é a resposta biolégica do corpo ao xenobidtico, isto é, a relacdo entre a concentracao
do xenobidtico no local de acdo e o0 seu consequente efeito, englobando os efeitos adversos que se fazem
sentir, resultantes da concentragédo do mesmo no corpo.

Na farmacodindmica a variabilidade bioldgica resulta na variabilidade de concentragdo minima efetiva
(MEC, minimum effective concentration) e de concentragdo maxima tolerada (MTC, maximum tolerated
concentration) entre individuos, sendo que a avaliacdo destes parametros permite estabelecer as faixas
de concentracdo terapéutica, toxica e letal para cada substancia. A banda de concentragdes terapéuticas
é aquela para a qual existe uma grande probabilidade de se obter o efeito terapéutico desejado, com
baixa probabilidade de obtengéo de efeitos indesejados (toxicos). (Mehrotra et al., 2007)
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1.4.3. Matrizes bioldgicas

As matrizes biologicas preferencialmente utilizadas para a analise de substancias, nomeadamente drogas
e medicamentos, sd0 0 sangue e a urina, uma vez que é através destes que ocorre a distribuicdo das
substancias pelo corpo e a sua excrecao, respetivamente.

In vivo, geralmente é realizada a detecdo, identificacdo e quantificacdo de substancias em urina, uma
vez que o volume de amostra disponivel é maior e, sendo esta a principal via de excre¢do, as substancias
podem ser detetadas nesta matriz em grandes concentra¢des. (Drummer, 2010)

Em casos em que tenha ocorrido a morte, é preferencialmente utilizado o sangue. Este fornece a melhor
evidéncia em relacdo a um xenobidtico no corpo e permite investigar quanto aos seus efeitos
farmacoldgicos. Na colheita de sangue postmortem, o sangue periférico (recolhido da artéria femoral) é
a matriz de eleicdo na quantificacdo de substancias, uma vez que é a que melhor representa a quantidade
em circulacdo no momento da morte, e a que sofre menos redistribuicdo postmortem no corpo, por se
encontrar mais distante do trato gastrointestinal, de onde podem difundir substancias, e de érgdos que
possam comecar a sofrer degradacdo. (Drummer, 2010)

1.5. Instituto Nacional De Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.

Os primeiros servigos médico-legais publicos, designados morgues, em Portugal, surgiram nos finais do
século XIX, que tinham como unica funcdo a realizagéo de exames de clinica médico-legal e autopsias,
segundo a Carta de Lei de 17 de agosto de 1899. Desta forma, foram criados trés servicos, cada um
encarregue da respetiva regido do pais: Norte, Centro e Sul — localizados no Porto, Coimbra e Lisboa,
respetivamente. (Vieira and Mufioz-BarUs, 2009) (D.R. | Série. N° 20, 1998) Em 1918, as morgues
passaram a designar-se Institutos de Medicina Legal do Porto, Coimbra e Lishoa. (Vieira and Mufioz-
Barus, 2009)

Como consequéncia da evolugdo doutrindria, cientifica e tecnoldgica, os servigos médico-legais
passaram a abranger novos campos de intervencao pericial, incluindo todas as areas da pratica médico-
legal e forense: clinica forense (exames no &mbito da psiquiatria e psicologia forenses e exames periciais
a lesbes), patologia forense (autdpsias, antropologia e histopatologia forenses), genética e toxicologia
forenses. (Vieira and Mufioz-Barus, 2009)

Uma vez introduzidas novas competéncias cientificas no INML, surgiu o Decreto-Lei n° 166/2012 de
31 de julho (atualmente em vigor), que decretou a mudanca de Instituto Nacional de Medicina Legal
para Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses e estabeleceu a missdo do INMLCF, I.P.:
a colaboracdo com o Ministério Publico, tribunais, 6rgaos de policia criminal e ademais servicos e
entidades que intercedem no sistema de administracdo da justica, através da realizacdo de pericias e
exames forenses e médico-legais solicitados no ambito da lei, fornecendo apoio laboratorial e técnico
especializado, para a prética da justica. (D.R. | Série. N° 147, 2012)

Quanto & atribuigdo territorial, o INMLCF, I.P. tem sede em Coimbra com jurisdicdo em todo o territério
nacional, num total de 31 gabinetes médico-legais, possuindo também delegac6es em Lisboa, Coimbra
e Porto, designadas como Delegacdo do Sul, Centro e Norte, respetivamente. Os 6rgdos do INMLCF,
I.P. sdo o conselho diretivo, o conselho médico-legal, a comissdo de ética, e o fiscal Unico. (Vieira and
Mufioz-Barus, 2009) (D.R. | Série. N° 147, 2012) A organizacdo interna do INMLCEF, 1.P. é constituida
por cinco unidades organicas nos servicos centrais (isto €, as delegac6es), sendo estas: o Departamento
de Investigacdo, Formacgdo e Documentacdo; o Departamento de Administracdo Geral; o Servico de
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Tecnologias Forenses e Criminalistica; o Servico de Genética e Biologia Forenses; o Servigo de Quimica
e Toxicologia Forenses. (D.R. | Série. N° 14, 2013)

Atualmente, o Servi¢o de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF) garante a realizacdo de exames e
pericias laboratoriais quimicas e toxicolégicas, tanto no ambito dos servi¢cos médico-legais como atraves
de solicitagdo do presidente do conselho diretivo, ou das autoridades competentes. (D.R. | Série. N° 14,
2013) O SQTF realiza andlises de interesse forense, em diversas matrizes bioldgicas, para a detecéo,
identificacdo e quantificacdo de substancias, designadamente: substancias volateis (p.e. etanol),
pesticidas (p.e. organoclorados), drogas de abuso (p.e. canabinoides) e medicamentos (ansioliticos,
antidepressivos, antipsicoticos, anticonvulsivantes). (INMLCF, 2015)

Os laboratoérios do SQTF encontram-se acreditados pelo Instituto Portugués de Acreditacdo, uma vez
gue a politica de qualidade do servigo certifica que sdo cumpridos os requisitos da norma internacional
NP EN ISO/IEC 17025:2005. (INMLCF, 2015)

1.6. Metodologias de andlise de substancias no sangue

Atualmente, existem diversas metodologias de dete¢éo e quantificacdo de medicamentos em matrizes
biolégicas, que tém por base a separacdo cromatografica liquida ou gasosa, acoplada a técnica de
espetrometria de massa, nomeadamente cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-
MS, gas chromatography-mass spectrometry), cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa
(LC-MS, liquid chromatography-mass spectrometry) e cromatografia liquida acoplada a espetrometria
de massa em tandem (LC-MS/MS, liquid chromatography-tandem mass spectrometry), para as quais é
necessario pré-tratamento das amostras. A preparacdo de amostras é essencial para a introducdo das
mesmas no equipamento analitico. (Gumustas et al., 2013)

1.6.1. Preparacdo de amostras

Antes da analise instrumental por qualquer técnica analitica, € necessario preparar as amostras, isolando
o0s analitos de interesse, uma vez que, tratando-se de matrizes biol6gicas complexas, como o sangue, é
essencial remover 0 mais possivel a matriz devido a sua complexidade que pode interferir com a analise
da amostra e até mesmo impedir a sua realizacdo no equipamento analitico. (Sistik et al., 2016)
(Gumustas et al., 2013)

As técnicas de preparacdo de amostras usualmente utilizadas séo a extragéo liquido-liquido (LLE, liquid-
liquid extraction), extracdo em fase sélida (SPE, solid phase extraction) e precipitacdo de proteinas
(PPT, protein precipitation). (Sistik et al., 2016) Sendo as extra¢cBes LLE e SPE (técnica atualmente
utilizada como preparacéo de amostras para a confirmacao de medicamentos no sangue por GC-MS no
SQTF), processos normalmente mais especificos e seletivos, obtendo-se extratos mais limpos, mas por
outro lado mais morosos, decidiu optar-se por desenvolver um método com um procedimento extrativo
mais simples, rapido e abrangente, a precipitacao de proteinas, que aliado a uma analise por LC-MS/MS,
equipamento analitico mais sensivel e seletivo, permite utilizar volumes de amostra significativamente
inferiores.

A precipitacdo de proteinas pode ser feita, entre outros, através da adicdo de ides metalicos, sais,
polimeros ndo idnicos e/ou solventes organicos e previne que a coluna do cromatografo liquido fique
obstruida e evita a contaminacéo na fonte do espectrometro de massa. Esta é uma técnica simples uma
vez que, apos adi¢do do solvente de extracdo selecionado a amostra, este reduz a solubilidade das
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proteinas através da minimizagdo das interagdes hidrofobicas e do aumento das interagdes eletrostaticas
entre estas, provocando a sua agregacao e consequente precipitacdo, sendo que um simples processo de
centrifugacdo permite remover o precipitado. Maioritariamente, a precipitacdo de proteinas é realizada
com recurso a solventes organicos, nomeadamente, acetonitrilo, acetonitrilo acidificado, metanol,
acetato de etilo e misturas de solventes em diversas proporcdes. (Sistik et al., 2016) (Majors, 2013)

1) Adicéo solvente
Amostra organico 3) Centrifugacédo
2) Mistura

4) Remocdo de
- sobrenadante e

B respetiva analise
Proteina O o -

. ee 5 - (apds secagem e
‘s em solugdo = Sm reconstituicao)
c \'.--—- Analito - - "
=\ outros % '__ Proteinas °.
.\\&: interferentes < | precipitadas
Figura 1.2. Representacdo esquematica do processo de precipitagdo de proteinas por adigdo de solvente organico. (Majors,
2013)

1.6.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (UPLC-MS/MS)

1.6.2.1. Cromatografia liguida

A cromatografia liquida (LC, liquid chromatography) surgiu por volta de 1903 e, atualmente, é uma
técnica analitica que permite separar compostos presentes numa mistura de substancias, utilizando uma
fase maével na qual é introduzida a amostra e através da qual migram os analitos em estudo pela coluna
cromatografica (onde se encontra a fase estacionaria) e, de acordo com as interagdes fisico-quimicas
que ocorrem entre os analitos e a fase estacionaria, os compostos migram diferencialmente, originando
maior ou menor retengdo dos mesmos. Quando determinado analito elui, o detetor do equipamento gera
um sinal (correspondente ao tempo de retencdo), que é captado e tratado por um software adequado,
originando um cromatograma que demonstra a intensidade do sinal obtido em fungdo do tempo de
andlise. (Gumustas et al., 2013) (Langas, 2009)

A cromatografia liquida pode ser de fase normal ou de fase reversa, sendo a segunda a maioritariamente
utilizada atualmente. Assim, na fase mével sdéo comummente utilizados como solventes o acetonitrilo,
a 4gua e/ou o0 metanol e esta pode operar em condigdes isocraticas, ou seja, possui sempre a mesma
composicao, ndo se alterando, ou em gradiente, isto é, constituida por varios solventes (geralmente dois)
e variando o gradiente entre eles durante o tempo de anélise. A segunda permite melhor separacéo das
substancias devido a diferenca de afinidades das mesmas pela fase estacionaria e movel.

De entre os diversos tipos de cromatografia liquida existentes, destaca-se a cromatografia em fase
normal e em fase reversa. Primeiramente surgiu a cromatografia de fase normal, na qual a fase
estacionaria é hidrofilica (polar) e a fase movel mais hidrofdbica (apolar) sendo, por isso, utilizada para
separar analitos moderadamente polares, que possuem maior afinidade com a fase estacionaria. Na
cromatografia liquida de fase reversa, o que foi utilizado neste estudo, as fases s&o invertidas, ou seja, a
fase estacionaria é mais hidrofdbica (apolar), enquanto a fase movel é mais polar. Assim, as moléculas
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apolares ficardo retidas mais tempo na fase estacionéria, apresentando maior tempo de retengdo (TR).
(Pimenta, 2013) Neste tipo de cromatografia, a fase movel opera habitualmente por gradiente, sendo
constituida por um solvente orgénico e um solvente aquoso.

Com a necessidade de obter melhores resultados e de forma mais réapida, foram sendo feitos ajustes na
cromatografia liquida, nomeadamente, na reducao do tamanho das colunas cromatogréaficas, diminuicao
do tamanho das particulas da fase estacionaria com o consequente aumento da pressao, até se obter uma
das melhores versdes de LC utilizadas atualmente, denominada cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC, ultra performance liquid chromatograpgy, marca registada pela Waters). (Gumustas et al.,
2013)

Uma vez que as colunas cromatograficas utilizadas em UPLC sdo mais curtas, de menor didmetro e
constituidas por particulas mais pequenas (< 2 um), a resisténcia ao fluxo da fase mdvel é maior, sendo
necessario aplicar maior pressao no sistema. Surgiu assim o primeiro equipamento, desenvolvido pela
Waters, capaz de operar a 15000 psi, denominado ultra performance liquid chromatography system
(UPLC), sendo a sua abreviatura utilizada atualmente para designar esta técnica analitica. E utilizado
um sistema binario de solventes com duas bombas que permitem obter gradientes dos solventes
constituintes da fase movel a altas pressdes, de forma a impulsionar a mesma. (Maldaner and Jardim,
2009) Este aumento da pressdo e diminuicdo do tamanho das particulas utilizadas nas colunas
contribuem para uma analise mais rapida, sensivel, eficiente e com melhor resolucdo. (Gumustas et al.,
2013) (Lee et al., 2009)

O tempo de retencdo obtido pela cromatografia, para determinada fase movel e estacionéria, €
caracteristico de cada analito, no entanto este ndo € Unico, existindo substancias diferentes com o mesmo
tempo de retengdo. Por isso, as técnicas cromatograficas tém por habito ser acopladas a outras,
nomeadamente, no caso da UPLC, a espetrometria de massa em tandem (MS/MS). (Lancas, 2009)
(Gumustas et al., 2013)

1.6.2.2. Espetrometria de massa

A espetrometria de massa é uma técnica que permite aplicar carga aos analitos, originando iGes
caracteristicos dos mesmos, 0 que possibilita determinar as suas massas moleculares e dos seus
fragmentos idnicos e, consequentemente, identificar determinada substéncia. (Langas, 2009)

O modo de aquisi¢cdo mais utilizado na analise de matrizes bioldgicas em espetrometria de massa € a
monitorizacdo de mdltiplas reagdes (MRM, multiple reaction monitoring), que permite a detecéo,
identificacdo e quantificacdo de substancias especificas numa mistura de substancias, mesmo quando a
separacao cromatogréafica ndo é eficaz. Para a aplicagdo desta técnica s&o utilizados analisadores de
massa em sequéncia, conhecidos como espectrometros de massa em tandem (MS/MS), nomeadamente,
o triplo quadrupolo (TQD). Neste sistema, 0 analito que é introduzido (que , neste caso, provém do
cromatografo) sofre ionizagdo na fonte e, de seguida, os ides resultantes sdo encaminhados para um
primeiro quadrupolo onde sdo selecionados de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z), seguidamente,
na célula de colisdo, sofrem colisdo induzida por um gas inerte e a aplicacdo de um potencial elétrico
dissociando-se em ides produto, que séo transferidos para o segundo quadrupolo e detetados pelo
mesmo, com razdes caracteristicas e especificas de m/z. (Sherwood et al., 2009)

No acoplamento das técnicas LC-MS, a forma de ionizacdo das moléculas mais utilizada é a ionizagdo
por eletropulverizagdo & pressdo atmosférica (ESI, electrospray ionization), ao qual é aplicada
determinada voltagem, e liberta-se deste sob a forma de goticulas que vdo sendo dessolvatadas com
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recurso a um gas de dessolvatagdo (o0 azoto), a elevadas temperaturas (350-450°C). O tamanho das
goticulas vai diminuindo e aumenta a repulsao electroestatica entre as cargas, até a0 momento em que a
tensdo superficial das goticulas atinge o limite de Rayleigh, momento a partir do qual a tenséo superficial
gue mantém as goticulas unidas se torna menor que a repulsao electroestatica das cargas, originando a
fissdo de Coulomb. Ocorrem sucessivas fissdes de Coulomb até a obtengdo de um gés constituido pelos
analitos ionizados. A ESI pode operar em modo positivo ou em modo negativo, sendo que no primeiro
sdo originados iGes moleculares protonados [M+H]* e no segundo ides moleculares desprotonados [M-
H]". Em alguns casos existe também a formac&o de aductos, sendo 0s mais comuns 0s que resultam da
adicdo de sddio [M+Na]* e potassio [M+K]*, no modo positivo, e os aductos de cloro [M+CI], no modo
negativo. A representacdo esquematica deste processo (em modo positivo) encontra-se na figura 1.3.
(Langas, 2009) (Banerjee and Mazumdar, 2011) O espetro de massa de apenas um ido limita a
informacdo obtida, mas a combinacdo com a espetrometria de massa em tandem contorna esse
inconveniente.

No espectrometro de massa, 0s ides sdo separados de acordo com a sua razdo m/z, permitindo a
identificacdo das moléculas a que estes correspondem, bem como a sua quantificacdo, atraves da sua
abundancia. Estes equipamentos possuem uma fonte de ionizagdo (conversdo dos analitos em ides),
analisador de massas (separacéo dos iGes pela razdo m/z), detetor (converséo da corrente dos ides em
sinal elétrico) e computador com software adequado a receber o sinal e a tratar os resultados. Os
analisadores podem ser, entre outros, do tipo quadrupolo, tendo sido este o utilizado na realizacdo deste
projeto (representado na figura 1.4). O analisador do tipo quadrupolo é constituido por quatro barras de
metal cilindricas, distribuidas paralelamente em dois pares opostos. Sdo aplicadas uma corrente de
radiofrequéncia (RF, radio-frequency current) e uma corrente continua (DC, direct current), de forma
alternada entre as barras, que interferem com a trajetéria dos iBes. Assim, variando as voltagens
aplicadas, apenas os ides com especifica razdo m/z serdo encaminhados pelo quadrupolo até ao detetor,
enquanto os restantes irdo colidir nas barras do quadrupolo e serdo eliminados. (Lancas, 2009)

Capilar de Molécula de analito Evaporagéo Fissdo de Analito carregado
pulverizagio de solvente Coulomb dessolvatado
© ! |
+
— L = T
L - s +
: +@++
Gota priméaria T Gotas secundérias
carregada carregadas
Gota carregada no
Cone de Taylor limite de Rayleigh
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+ve energia

Figura 1.3. Representacdo esquematica do processo de ionizagdo por eletropulverizagdo (ESI). (Banerjee and Mazumdar,
2011)
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Figura 1.4. Esquema do funcionamento de um analisador de massa quadrupolo. (Argoti, 2008)
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No caso dos analisadores do tipo TQD, estdo montados em série dois quadrupolos, entre 0s quais se
situa uma célula de colisdo, responsavel por fragmentar o ido precursor proveniente do primeiro
quadrupolo em ides produto caracteristicos, que serdo analisados e selecionados consoante determinada
razdo m/z pelo segundo quadrupolo e seguirdo para o detetor, aumentando a sensibilidade e seletividade
do método. Nos dois quadrupolos sdo aplicadas a DC e a RF, mas na célula de colisdo apenas € aplicada
a corrente RF, uma vez que nesta se utiliza um gas inerte, geralmente o argon, para colidir com o ido
precursor anteriormente formado, como demonstrado na figura 1.5. Os ifes provenientes do TQD
produzem determinada corrente que é registada pelo detetor em funcéo da sua massa, produzindo um
espetro de massas. (Langas, 2009)

/
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Quadrupolo 1 Célula de colisdio  Quadrupolo 2

Sele¢do do ido precursor Selecéo do ido produto

ldo precursor . ) 140 produto selecionado

Figura 1.5. Principio da espetrometria de massa em tandem (MS/MS) (Vogeser and Parhofer, 2007)

No modo de aquisicdo MRM, utilizado neste estudo, é selecionado um Unico ido percursor proveniente
do primeiro quadrupolo e um ido produto proveniente do segundo quadrupolo, ambos com razdo m/z
especifica. Ou seja, os resultados sdo obtidos em pares de i6es, designados por transicao e, sempre que
possivel, para cada analito, sdo selecionadas duas transi¢cdes que permitem a sua identificacdo e
quantificago.

1.6.3. Validacéo do método analitico

Quando é desenvolvido um método analitico é necessario valida-lo, uma vez que o seu objetivo é
fornecer resultados com valores consistentes, fidveis e precisos, demonstrando que se adequa para o fim
a que se destina. Através da validacdo, € garantida a qualidade dos resultados e do método através do
gual os mesmos foram obtidos, devendo ser respeitadas as normas em vigor para o tipo de analise que
se pretende realizar. (Gumustas et al., 2013) Para métodos analiticos de confirmacdo qualitativa de
substancias os parametros a validar sdo a especificidade/seletividade, capacidade de identificacéo,
eficiéncia da extracdo, avaliagdo do efeito de matriz, arrastamento (carryover), limite de detecéo e
robustez. (Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX), 2013) (IDCR Working
Group (WADA Science), 2021)
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1.7. Obijetivo

A dissertagdo desta tese de mestrado tem como objetivo desenvolver e validar uma metodologia analitica
mais simples e rapida, tanto em termos de pré-tratamento de amostras como em termos de analise
instrumental, rentabilizando o tempo geral de analise em laboratério, e mais abrangente, que permita
analisar 25 farmacos utilizados no tratamento de perturbacdes psicoticas, pertencentes a diferentes
classes de substancias, sem necessidade de aplicar uma técnica em especifico para cada um dos grupos
de farmacos estudados, garantindo em simultdneo boa sensibilidade e seletividade. Os farmacos
selecionados para este trabalho (tabela 1.1.) sdo os antidepressivos, antipsicéticos, anticonvulsivantes e
analgésicos, que sdo maioritariamente detetados em amostras de sangue postmortem de cadaveres
autopsiados na Delegacédo do Sul do INMLCEF, 1.P., bem como nos Gabinetes Médico-Legais que atuam
na sua dependéncia.

Capitulo 2 — Experimental

2.1. Reagentes e padrdes

O acetonitrilo, a agua e 0 metanol CHROMASOLYV com grau de pureza para LC-MS, sdo provenientes
da Honeywell Riedel-de-Haén (Seelze, Alemanha). O 4cido férmico 98-100% para analise EMSURE e
0 acetato de etilo para cromatografia liquida LiChrosolv foram adquiridos a Merck (Darmstadt,
Alemanha). O formato de aménio como aditivo de eluente para LC-MS LiChropur é oriundo da Sigma-
Aldrich, atual Merck (Darmstadt, Alemanha).

Os sais de QUEChERS utilizados (5982-6550, 5982-5650, 5982-7755) foram fornecidos pela Agilent
Technologies (EUA) e 0 K,COs pela Sigma-Aldrich, atual Merck (Darmstadt, Alemanha).

Os padrdes de cetamina e metadona em solucdo a 1 mg/mL em metanol foram adquiridos a LGC Ltd.
(Luckenwalde, Alemanha). Os restantes padrdes de farmacos (amitriptilina, carbamazepina,
ciamemazina, citalopram, clomipramina, clozapina, fenitoina, fenobarbital, fluoxetina, haloperidol,
levetiracetam, levomepromazina, mianserina, mirtazapina, nortriptilina, olanzapina, paroxetina,
quetiapina, sertralina, topiramato, trazodona e venlafaxina) e deuterados (clomipramina-D3,
fenobarbital-D5 e topiramato-D12) utilizados, também em solu¢cdo 1 mg/mL em metanol, foram
adquiridos a Sigma-Aldrich (Dorset, Reino Unido).

2.2. Preparacdo de misturas-padréo e solucfes

Inicialmente, através das soluges-padrdo de cada analito a 1 mg/mL, prepararam-se cinco misturas-
padrdo, a uma concentracdo de 10 pug/mL para cada analito:

— Mistura-padrdo 1: num baldo volumétrico de 10 mL adicionou-se uma ligeira quantidade de
metanol, pipetaram-se 100 uL de amitriptilina, citalopram, fluoxetina, clomipramina e mianserina
em solucdo (a 1 mg/mL cada) e aferiu-se com metanol.

— Mistura-padrdo 2: num baldo volumétrico de 10 mL adicionou-se uma ligeira quantidade de
metanol, pipetaram-se 100 pL de mirtazapina, nortriptilina, paroxetina, sertralina, trazodona e
venlafaxina em solugéo (a 1 mg/mL cada) e aferiu-se com metanol.
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— Mistura-padrdo 3: num baldo volumétrico de 10 mL adicionou-se uma ligeira quantidade de
metanol, pipetaram-se 100 pL de ciamemazina, clozapina, haloperidol, levomepromazina,
olanzapina e quetiapina em solucéo (a 1 mg/mL cada) e aferiu-se com metanol.

— Mistura-padrdo 4: num baldo volumétrico de 10 mL adicionou-se uma ligeira quantidade de
metanol, pipetaram-se 100 uL de carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, levetiracetam e
topiramato em solucédo (a 1 mg/mL cada) e aferiu-se com metanol.

— Mistura-padrdo 5: num baldo volumétrico de 10 mL adicionou-se uma ligeira quantidade de
metanol, pipetaram-se 100 pL de cetamina, metadona e tramadol em solucgéo (a 1 mg/mL cada) e
aferiu-se com metanol.

A partir destas cinco misturas-padréo prepararam-se outras duas, uma de gama alta (1000 ng/mL) e uma
de gama baixa (100 ng/mL) em metanol/agua (1:1 v/v), possuindo cada uma delas todos os analitos em
estudo.

Para preparar a mistura-padrdo de gama alta, num baldo volumétrico de 5 mL, adicionou-se uma ligeira
quantidade de agua, 500 pL de cada mistura-padréo anteriormente preparada e aferiu-se o restante com
agua. Assim, obteve-se uma mistura-padrdo numa concentracdo de 1000 ng/mL para cada analito em
metanol/agua, 1:1 v/v.

De seguida, preparou-se uma solucéo de metanol/agua (1:1, v/v), colocando num frasco 25 mL de agua
e 25 mL de metanol utilizando pipetas de vidro graduadas de 25 mL (esta solucdo foi posteriormente
armazenada a uma temperatura de 2-8°C). A mistura-padrdo de gama baixa foi obtida através de uma
diluicdo de 1:10 da mistura-padréo de gama alta, ou seja, num baldo volumétrico de 5 mL adicionou-se
uma ligeira quantidade da solucdo de metanol/agua (1:1, v/v) previamente preparada, 500 pL da mistura-
padrdo de gama alta e perfez-se o restante com a solugdo de metanol/agua (1:1, v/v).

Seguidamente, foi necessario escolher as substancias a utilizar como padrdes internos. O ideal seria
utilizar como padrdo interno o respetivo deuterado para cada farmaco em estudo, para uma melhor
correcao das areas relativas dos picos, mas existem diversos motivos pelos quais esse cenario nao é
praticavel no quotidiano, nomeadamente, a inexisténcia de deuterados para todas as substancias. Deste
modo, foi necessario escolher os padrdes internos de acordo com a sua disponibilidade no laboratério,
e a sua semelhanca com as substancias em estudo, tendo sido selecionados o topiramato-D12 e a
clomipramina-D3, por serem os padrdes deuterados de duas das substancias em estudo, o topiramato e
a clomipramina. Com o desenvolvimento do método, foi necessario introduzir também o fenobarbital-
D5 como padrdo interno, uma vez que a correcdo das areas relativas ndo estava a ser adequada para o
respetivo analito em estudo, o fenobarbital. Assim, preparou-se uma mistura dos deuterados
selecionados, numa concentracdo de 1 ug/mL, partindo destas trés solu¢fes-padréo a 100 pg/mL.:

— Mistura deuterados 1 ug/mL: num baldo volumétrico de 10 mL adicionaram-se 5 mL de &dgua para
LC-MS, pipetaram-se 100 pL de topiramato-D12, clomipramina-D3 e fenobarbital-D5 em solugéo
metandlica (a 100 ug/mL cada) e aferiu-se com metanol (aproximadamente 4,70 mL), de modo a
manter a propor¢do de metanol/agua (1:1, v/v).

Todas as solugdes-padrdo, misturas-padréo e a mistura de deuterados preparadas foram armazenadas a
-20°C.

Para o estudo do solvente de extracdo a utilizar na precipitacdo de proteinas, foram preparadas trés
misturas, com diferentes propor¢fes, de metanol/acetonitrilo e acetonitrilo acidificado em duas
concentracdes. Para a mistura metanol/acetonitrilo (3:1, v/v) adicionou-se, a um frasco de 100 mL, 75
mL de metanol e 25 mL de acetonitrilo medidos utilizando provetas graduadas. Na proporcéo de 1:3 viv
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as quantidades utilizadas foram invertidas, ou seja, foram adicionados 75 mL de acetonitrilo e 25 mL
de metanol. Na Ultima mistura, metanol/acetonitrilo (1.9, v/v), adicionou-se a um frasco de 100 mL, 90
mL de acetonitrilo e 10 mL de metanol. Para a preparacéo do acetonitrilo acidificado (&cido formico
1%), adicionou-se acetonitrilo até cerca de metade do volume de um baldo volumétrico de 100 mL, 1
mL de acido formico e aferiu-se o restante com acetonitrilo. No caso de a percentagem de acido formico
em acetonitrilo ser 0,1%, fez-se uma diluicdo de 1:10 (v/v) da solucdo anteriormente preparada, ou seja,
foram adicionados 10 mL da solucédo de acetronitilo (&cido formico 1%) obtida previamente a 90 mL de
acetonitrilo. Todas as misturas de solventes preparadas foram posteriormente armazenadas a uma
temperatura de 2-8°C.

Para a redissolucdo das amostras no final da aplicagéo de todo o procedimento extrativo (explicado em
2.6), foi necessario preparar uma solucdo com a composicao inicial da fase movel. Esta solugéo consiste
em Solvente A/Solvente B (1.9, v/v), sendo o solvente A o solvente organico, metanol/formato de
amoénio 2 mM (&cido férmico 0,1%), e o solvente B o solvente aquoso, &gua/formato de aménio 2 mM
(4cido férmico 0,1%). Num frasco de 50 mL, adicionaram-se 45 mL de solucdo B e 5 mL com solugéo
A, utilizando pipetas graduadas. Esta solucdo foi armazenada a uma temperatura de 2-8°C. Para preparar
cada um dos solventes da fase movel, foram adicionados 2 mL de formato de amoénio e 1 mL de acido
formico a dois baldes volumétricos de 1000 mL previamente cheios até cerca de metade do seu volume,
um com metanol e outro com agua, perfazendo-se o restante volume, com o respetivo solvente, metanol
(para o solvente A) e agua (para o solvente B). De seguida, com ajuda de provetas, retiraram-se 50 mL
de cada um dos bal6es volumétricos e adicionou-se o solvente retirado do baldo do solvente A ao
solvente B e o solvente retirado do baldo do solvente B ao solvente A.

2.3. Materiais e equipamentos

Para a preparagdo das amostras foram utilizados os seguintes equipamentos: agitador mecanico roller
mixer SRT9 da Stuart (Staffordshire, Reino Unido), o LP Vortex Mixer (Xangai, China) e a centrifuga
Heraeus Megafuge 16 (Alemanha), ambos da Thermo Scientific, microcentrifuga refrigerada modelo
5424R da Eppendorf (AG, Alemanha), equipamento de ultrassons Elmasonic P 60 H da Elma (Singen,
Alemanha) e evaporador TurboVap LV da Biotage (Uppsala, Suécia).

Para a analise instrumental por UPLC-MS/MS utilizou-se o sistema cromatografico Acquity UPLC da
Waters (Milford, MA, EUA), com uma coluna cromatografica Acquity ULPC HSS T3 C18 1,8 um
também da Waters (Irlanda), com didmetro interno de 2,1 mm e 50 mm de comprimento, acoplado a um
espectrometro de massa tandem com analisador de triplo quadrupolo (Acquity TQD), controlado pelo
software MassLynx V4.2, da Waters (Milford, MA, EUA).

Da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha) foram utilizados tubos de polipropileno de 2 mL Safe-Lock,
micropipetas de capacidade volimica variavel (10-100, 50-200 e 100-1000 uL) e respetivas pontas
Dualfilter T.1.P.S. Para armazenar as misturas-padrdo, foram utilizados vials &mbar de 4 mL e respetivas
tampas de PTFE/Si da Agilent Technologies, bem como vials de vidro 12x32 mm de 2 mL com as
tampas de PTFE/Si da Waters. Os vials utilizados para a analise por UPLC-MS/MS s&o de polipropileno,
com capacidade de 300 uL e sdo provenientes da Waters, bem como as suas respetivas tampas de
PTFE/SI.

Durante o desenvolvimento do método foram utilizados outros materiais de vidro disponiveis no
laboratorio para a preparacdo de solugdes e diluicdes, tais como copos, balGes volumétricos, pipetas
graduadas, provetas e frascos de vidro.
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2.4. Amostras biologicas

Os estudos para o desenvolvimento desta metodologia foram executados com sangue branco
proveniente do Instituto Portugués do Sangue (IPS).

A validacdo do método, consoante o parametro, é executada na amostra de sangue branco proveniente
do IPS ou em pools de sangue branco, isto €, amostras de sangue 0 mais heterogéneas e complexas
possivel, de modo a corresponder a realidade de amostras que sdo analisadas rotineiramente em
laboratorio. Por isso, foi necessario preparar dez pools de sangue, ou seja, misturas de sangue, cada uma
constituida por sangue periférico postmortem de quatro individuos diferentes. O sangue periférico
utilizado foi recolhido em sede de autopsias médico-legais realizadas na Delegagdo do Sul do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. ou nos Gabinetes Médico-Legais que desta
dependem.

Tanto a amostra de sangue fornecida pelo IPS como as amostras de sangue postmortem selecionadas
para as pools foram previamente analisadas por GC-MS, sendo este o método de triagem de
medicamentos atualmente utilizado no SQTF do INMLCEF, tendo sido obtido resultado negativo para
todas.

Para a preparacao de cada pool adicionou-se 2 mL de sangue periférico postmortem de quatro individuos
diferentes, num tubo de polipropileno, perfazendo um total de 8 mL.

Todas as amostras foram armazenadas a -10 °C e, sempre que necessario, eram retiradas do congelador
e descongeladas a temperatura ambiente, num agitador mecanico, que executava movimentos de
rotagéo.

Os diferentes controlos e calibradores que foram sendo necessarios foram preparados seguindo sempre
0 mesmo principio: adi¢do de 100 uL da mistura-padréo constituida por todos os analitos em estudo (em
diferentes concentragdes, consoante a concentragdo pretendida) a 100 pL de sangue branco e adicdo de
50 uL de padrdo interno. O mesmo processo foi aplicado as pools na validagdo dos parametros em que
estas eram necessarias.

Para testar a aplicabilidade do método em amostras reais, 0 mesmo foi aplicado a 47 amostras de sangue
periférico (postmortem) recolhidas em autopsias médico-legais, para as quais foi obtido um resultado
positivo para os analitos de interesse na triagem de medicamentos por GC-MS, e a 11 amostras de soro
fornecidas pela Arvecon GmbH (Waldorf, Alemanha) para a realizacdo dos ensaios interlaboratoriais.

Importa ainda referir que a utilizacdo de amostras de sangue colhidas no ambito das atividades periciais
do INMLCEF, IP para fins de investigacdo cientifica, encontra-se previsto no artigo 31° da Deliberagédo
n° 849/2010, de 07 de maio (Regulamento Interno do INMLCF, IP), pelo que ndo suscita questdes de
natureza ética ou legal.

2.5. Procedimento experimental

2.5.1. Construgdo do método no software

Para o desenvolvimento de uma nova metodologia, é necessario estudar, otimizar e estabelecer os
valores para uma série de pardmetros do software que controla o equipamento de UPLC-MS/MS,
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parametros esses necessarios a analise dos diferentes compostos, e dos quais se destacam para o
espectrémetro de massas, a energia de cone e de energia de colisdo, otimizados individualmente para
cada analito, e o gradiente de fase movel para a separacdo cromatografica, obtendo-se os tempos de
retencdo correspondentes a cada composto. O controlo do equipamento e a aquisicdo de dados foi
realizada atraves do software MassLynxTM V4.2 e o processamento de dados foi efetuado com recurso
ao software TargetLynxTM na versao XS.

2.5.1.1. Espetrometria de massa

Para a otimizacdo dos parametros do detetor foi necessario infundir diretamente no espetrdmetro de
massas as misturas-padrdo (de 1 a 5) inicialmente preparadas com os farmacos em estudo a 10 pg/mL
com infusdo a 10 puL/min. Deste modo, foi possivel determinar, através dos espetros obtidos para cada
analito, duas transicOes idnicas caracteristicas para cada farmaco em estudo, e estabelecer a voltagem
de cone e respetivas energias de colisdo ideais.

A ionizagéo por eletropulverizagéo foi a utilizada na fonte de ionizagdo, em modo positivo e em modo
negativo (de acordo com o farmaco em estudo), com uma voltagem de capilar de 1,00 kV, extrator 2,0
V e RF Lens 0,2 V. A temperatura da fonte foi estabelecida a 120°C com um fluxo de gas de cone de
0 L/hora e a temperatura de dessolvatacdo a 450°C com um fluxo de gas de dessolvatacdo (azoto) de
600 L/hora. O fluxo de gas de colisdo utilizado, neste caso o argon, foi estabelecido a 0,14 mL/min. O
modo de aquisi¢do em que operou o analisador de massas foi em multiple reaction monitoring (MRM).
Com a definicdo destes modos de operacéo e o estudo do padrdo de fragmentacdo de cada um dos
farmacos em estudo (presentes no Anexo A), foi possivel determinar as restantes condicGes a estabelecer
para 0 método, que se encontram descritas na tabela 2.1.

As duas transi¢des escolhidas para cada uma das substancias em estudo respeitam o0s critérios
estabelecidos pela World Anti-Doping Agency (WADA), constantes no Documento Técnico
TD2021IDCR, para métodos de confirmagdo qualitativa com recurso a cromatografia acoplada a
espectrometria de massa. (IDCR Working Group (WADA Science), 2021)

Tabela 2.1. Pardmetros experimentais estabelecidos para a determinagdo dos farmacos antidepressivos, antipsicoticos,
anticonvulsivantes e analgésicos: transicdes MRM (12 e 2?), voltagem do cone (VVC), energia de colisdo (EC) para a primeira
(1% e segunda (2?) transicdes e modo de ionizagdo (ESI — positivo ou negativo).

. 12 transicéo 22 transicao EC (eV)
Analito (mi2) (mi2) VC (V) 1 [ e ESI
Amitriptilina 278 > 233 278 > 191 40 16 | 18 +
Citalopram 325>109 325 > 262 45 20 | 18 +
Clomipramina 315> 86 315> 58 40 20 | 24 +
Fluoxetina 310> 44 310> 148 30 12 | 10 +
Mianserina 265 > 208 265 > 222 50 22 | 22 +
Mirtazapina 266 > 195 266 > 209 40 24 | 22 +
Nortriptilina 264 > 233 264 > 191 35 14 | 22 +
Paroxetina 330 > 192 330 > 123 50 20 | 24 +
Sertralina 306 > 159 306 > 275 20 22 | 12 +
Trazodona 372> 176 372> 148 50 24 | 34 +
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Tabela 2.1. (continuag&o)

. 12 transigéo 2% transicao EC (eV)
Analito (mf2) (m2) VC (V) =] 2 ESI
Venlafaxina 278 > 58 278 > 260 30 16 | 12 +
Ciamemazina 324 >100 324 > 237 40 20 | 22 +
Clozapina 327 > 270 327 > 296 45 20 | 22 +
Haloperidol 376 > 165 376 > 358 45 24 | 20 +
Levomepromazina 329 > 100 329 > 58 35 18 | 24 +
Olanzapina 313 > 256 313> 84 45 24 | 22 +
Quetiapina 384 > 253 384 > 279 45 22 | 24 +
Carbamazepina 237> 194 237 > 220 45 18 | 14 +
Fenitoina 253 > 182 253 > 225 40 16 | 12 +
Fenobarbital 231> 42 231>188 40 12 | 12 -
Levetiracetam 171> 126 171> 154 20 14 8 +
Topiramato 340 > 264 340> 184 35 6 | 10 +
Cetamina 238 > 125 238 >179 30 20 | 16 +
Metadona 310 > 265 310 > 105 30 14 | 24 +
Tramadol 264 > 58 264 > 264 30 6 | 18 +

2.5.1.2. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

Uma vez otimizados os parametros do espetrometro de massas, € necessario adicionar ao método as
informacdes cromatograficas necessarias, ou seja, o tempo de retencdo das substancias em estudo.

Para tal, inicialmente, foi definida a fase movel bem como o seu gradiente e a separacéo cromatogréafica
foi realizada utilizando uma coluna Acquity UPLC® HSS T3 C18 (50 mm x 2,1 mm; 1,8 um) (Waters,
Milford, MA, EUA), a base de silica, a uma temperatura de 45°C. A fase mével é constituida por metanol
(formato de amonio 2mM, acido férmico 0,1%), como solvente organico (solvente A), e dgua (formato
de amdnio 2mM, &cido férmico 0,1%), como solvente aquoso (solvente B), a um fluxo de 0,4 mL/min,
com um tempo de andlise total de 9,0 minutos. A analise inicia-se com uma proporcao de 9:1 de solvente
B/solvente A e as condicBes de gradiente utilizado estdo apresentadas na tabela seguinte:

Tabela 2.2. Gradiente de fase mdvel utilizado: solvente A — metanol (formato de aménio 2 mM, HCOOH 0,1%); solvente B —
agua (formato de aménio 2 mM, HCOOH 0,1%).

Tempo (min) | Solvente A (%) | Solvente B (%0)
0,00 10 90
6,00 95 5
7,00 95 5
7,05 10 90
9,00 10 90

O método de HPLC utilizado baseou-se num método que o laboratorio de Quimica e Toxicologia
Forenses do INMLCEF, I.P. ja empregava nas suas analises de rotina e que estava previamente otimizado.
Tendo em consideracdo que o0 objetivo deste trabalho experimental é o desenvolvimento e validacdo de
uma metodologia analitica simples, mantiveram-se 0s solventes e o0s gradientes previamente utilizados
pelo SQTF.
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De seguida, foi necessario injetar as misturas-padrdo preparadas com todos os analitos em estudo no
cromatografo. O objetivo foi observar quando é apresentado um sinal cromatogréafico para cada analito
e, com base no tempo de retencdo em que este se observa, definir uma janela de aquisi¢do de +/- 0,2
minutos (tabela 2.3).

Tabela 2.3. TR e janelas de aquisicéo estabelecidas para os diferentes analitos com base no mesmo.

Analito TR (min.) | Janela de aquisi¢do (min.)
Levetiracetam 1,20 1,00 -1,40
Olanzapina 1,35 1,15-1,55
Cetamina 2,00 1,80-2,20
Tramadol 2,21 2,00 —2,45
Mirtazapina 2,25 2,00 —2,45
Trazodona 2,75 2,55-2,95
Fenobarbital 2,75 2,55-2,95
Topiramato 2,96 2,75-3,15
Venlafaxina 3,02 2,80 - 3,20
Citalopram 3,27 3,10 - 3,50
Mianserina 3,29 3,10 -3,50
Clozapina 3,29 3,10 - 3,50
Quetiapina 341 3,20 — 3,60
Haloperidol 3,55 3,35-3,75
Fenitoina 3,55 3,35-3,75
Carbamazepina 3,77 3,565 -3,95
Ciamemazina 3,80 3,60 —-4,05
Paroxetina 3,84 3,60 —-4,05
Metadona 4,03 3,85-4,30
Levomepromazina 4,06 3,85-4,30
Amitriptilina 4,08 3,85-4,30
Nortriptilina 4,16 3,95-4,40
Fluoxetina 4,20 3,95 -4,40
Sertralina 4,39 4,20 -4,60
Clomipramina 4,47 4,25-4,70

2.6. Desenvolvimento da metodologia (Procedimento de preparacdo das amostras)

Neste método, a precipitacdo de proteinas é realizada com acetonitrilo (ACN) refrigerado (armazenado
a -20°C), que promove a desnaturacdo das proteinas favorecendo a precipitacdo (Michopoulos et al.,
2009), e com simultanea agitacdo em vortex, uma vez que esta promove a movimentacdo das moléculas
e, por conseguinte, favorece a libertacdo do analito das proteinas para a fase organica.

Adicionou-se um passo de ultrassons (durante 10 minutos, com frequéncia a 37 kHz e temperatura
ambiente), uma vez que, durante o desenvolvimento do procedimento experimental, se verificou que
para algumas substancias se conseguia melhor reprodutibilidade na recuperacdo desses analitos.
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Posteriormente, foi realizada uma centrifugagdo para separar a fase organica das proteinas precipitadas.
Esta centrifugacéo é realizada numa microcentrifuga refrigerada (5°C) durante 10 minutos a 14000 rpm.
O sobrenadante é seguidamente recolhido, por decantacdo direta, para tubos de vidro.

Seguidamente, foi necessario proceder-se a secagem das amostras em corrente de azoto (fluxo de 1,9
L/h, a 35°C), de modo a concentrar a amostra num volume mais reduzido, obtendo assim melhores
limites de detecdo, e, posteriormente, redissolver-se com 100 uL de solucdo de fase movel inicial
(solucdo A/solugdo B 1:9, v/v), evitando a deformacédo dos picos cromatogréaficos, principalmente dos
analitos com menores tempos de retencdo. As amostras sao agitadas em vortex durante alguns segundos,
centrifugadas durante 3 minutos a 4500 rpm, transferidas para viais e analisadas.

Deste modo, o procedimento desenvolvido para uma analise de rotina consiste, resumidamente, nos
seguintes passos:

1. Em tubos eppendorf de 2 mL adicdo de 100 uL de amostra de sangue periférico;

Adicdo de 100 pL da mistura-padrdo em metanol/agua (1:1, v/v) com o valor de concentragdo
do respetivo controlo positivo (ou 100 puL de metanol/agua (1:1, v/v) para as amostras brancas
ou reais);

3. Adigdo de 50 pL de padrdo interno;

4. Agitacdo (vortex);

5. Adicdo de 900 uL ACN e simultanea agitacao (vortex);

6. Ultrassons (10 min., 37 kHz, temperatura ambiente);
7
8
9

n

Agitacédo (vortex);
Centrifugacdo em microcentrifuga refrigerada (10 min., 5°C, 14000 rpm);
. Recolha de sobrenadante para tubos de vidro (decantacdo);
10. Secura sob corrente de azoto (1,9 L/min., 35°C, ~ 30 min.);
11. Redissolucdo com 100 uL de solucéo de fase movel inicial (solvente A/solvente B 1:9 v/v);
12. Agitagdo (vortex);
13. Centrifugacdo (3 min., 4500 rpm);
14. Transferéncia de sobrenadante para vials.

Uma vez estabelecida a metodologia de preparacdo de amostras e os parametros da analise instrumental,
€ necessario validar a mesma.

2.7. Validagdo do método

Um método analitico tem como propésito fornecer resultados fiaveis e consistentes perante o tipo de
resposta que se pretende obter, sendo necessario garantir a qualidade dos resultados aquando do
desenvolvimento de um novo método, antes de este ser aplicado a amostras reais. A qualidade dos
resultados é garantida através da validagdo do método. (Gumustas et al., 2013)

A validacdo de um novo método é realizada de acordo com as diretrizes comuns para a validagdo de
métodos em Toxicologia Forense e as normas estabelecidas internacionalmente, tendo sido seguidas,
neste caso, as regras para métodos de confirmacéo qualitativa com tecnologia de cromatografia acoplada
a espectrometria de massa. (IDCR Working Group (WADA Science), 2021) (Scientific Working Group
for Forensic Toxicology (SWGTOX), 2013) (Comisséo Europeia, 2002) Deste modo, os parametros a
validar sdo: especificidade/seletividade, capacidade de identificagdo, eficiéncia da extracdo, avaliacéo
do efeito de matriz, arrastamento (carryover), limite de deteg&o e robustez. (SQTF INMLCEF I.P., 2011)
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2.7.1. Seletividade/especificidade

A seletividade e especificidade s&o dois termos que sdo considerados sinénimos com muita frequéncia,
de forma errada. (SQTF INMLCEF I.P., 2011) A seletividade de um método traduz a capacidade que este
possui para separar as substancias de uma mistura, identificando-as inequivocamente. (Ribani et al.,
2004) Em quimica, a especificidade é a capacidade de um método determinar um Unico analito, na
presenca de outros componentes expectaveis de estarem presentes, por exemplo, impurezas,
componentes da matriz, entre outros. (Gumustas et al., 2013) (SQTF INMLCF I.P., 2011) (Joint
Committee for Guides in Metrology, 2021)

Assim, um método é especifico quando permite identificar apenas um analito de interesse e seletivo
guando permite identificar diferentes analitos de interesse, numa mistura de substancias. (Ribani et al.,
2004) Deste modo, uma vez que o método desenvolvido é um método cromatografico, que permite
separar e identificar diversos analitos numa mistura de substancias, é mais adequado afirmar que o
parametro em estudo é a seletividade.

Para este estudo preparou-se uma amostra controlo, adicionando 100 pL de uma mistura-padrdo que
continha todos os analitos em estudo numa concentracdo de 100 ng/mL a 100 pL de sangue branco, e
prepararam-se trés aliquotas de 100 uL de cada pool de sangue. A primeira aliquota foi fortificada com
100 pL da mistura-padrdo a 100 ng/mL com os analitos em estudo, sendo que este conjunto de aliquotas
representa os verdadeiros positivos, pois possuem os farmacos de interesse. A segunda aliquota de cada
pool ndo foi fortificada com qualquer substancia (apenas foram adicionados 100 pL de mistura
metanol/agua (1:1, v/v) para manter o fator de diluigdo), representando os verdadeiros negativos, e a
terceira aliquota foi fortificada com 100 puL de uma mistura-padrdo de benzodiazepinas a 100 ng/mL
que sdo analisadas rotineiramente no SQTF. Esta terceira aliquota fortificada com outro conjunto de
analitos permite determinar se sinais cromatograficos de outras substancias, que ndo as que se encontram
em estudo, sdo detetados (ou ndo) como falsos positivos. A todas as aliquotas foram adicionados 50 pL
de padrdo interno a 1 pg/mL e aplicado o procedimento extrativo descrito na sec¢édo do desenvolvimento
da metodologia, procedendo-se de seguida a sua analise.

Apo6s obtencdo dos resultados, foi necessario repetir o procedimento para o estudo da seletividade do
fenobarbital, uma vez que as areas dos picos obtidas para este analito foram bastante reduzidas. Por isso,
preparou-se uma amostra controlo, juntando 100 pL do sangue branco com 100 pL da mistura-padréo
com os analitos de interesse a 1000 ng/mL, e preparou-se uma aliquota de 100 pL de cada pool as quais
se adicionou a mesma mistura-padrdo, seguindo as restantes etapas do procedimento.

Apos a analise instrumental, verificou-se a positividade das aliquotas fortificadas com os analitos de
interesse, sendo para tal necessario que cumpram os critérios do tempo de retencéo relativo (TRR),
areas relativas dos ides e a razdo sinal/ruido (S/R). Foi também verificado a negatividade das aliquotas
ndo fortificadas e das fortificadas com benzodiazepinas.

Para que o critério do TRR seja cumprido, é necessario que o TRR de um analito, obtido através da
equacdo 2.1 na amostra fortificada ndo difira mais do que 1% do TRR do mesmo analito na amostra
controlo. Esta comparagdo pode ser efetuada através do calculo da diferenca dos tempos de retengdo
relativos (ATRR) obtida através da equacdo 2.2, entre ambas as amostras. (IDCR Working Group
(WADA Science), 2021)
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TRR = emlio Equagdo 2.1
TRpy

Onde:
TRanaiito € 0 tempo de retencdo do analito em estudo

TRei € 0 tempo de retengdo do padrdo interno

(TRRamostra — TRR¢ontrolo)
TRRontrolo

ATRR =

Equacéo 2.2

Onde:
TRRamostra € 0 tempo de retencdo relativo do analito na amostra em estudo

TRRcontrolo € 0 tempo de retencéo relativo do analito na amostra controlo

A verificacdo do critério das areas relativas dos ides (Areativa), € realizada através da comparacgdo das
areas relativas dos ides diagndstico monitorizados, obtida através da equacao 2.3, sendo que os valores
ndo devem ultrapassar os intervalos de tolerancia estabelecidos na tabela 2.4, quando comparadas as
abundancias relativas entre a amostra controlo e as amostras em estudo. (IDCR Working Group (WADA
Science), 2021)

Arelativa = iiéo< x 100 Equacédo 2.3

ido >

Onde:
Az < € a drea do ido diagnostico de menor intensidade

Aizo > € a drea do ido diagnostico de maior intensidade (ido pico base)

Tabela 2.4. Intervalos de tolerancia minimos e méaximos admitidos para as abundéancias relativas dos iGes diagndstico.

Abundancia relativa no controlo Toleréncias maxima e minima para a abundéncia
(% pico base)* relativa na amostra de ensaio
50 - 100 + 10 (absoluto)
25-50 + 20% (relativo)
1-25 + 5 (absoluto)

LAmostra controlo analisada nas mesmas condic@es e contemporaneamente

Adicionalmente, a razdo S/R, isto &, a raz&o entre o sinal do ido e o sinal do ruido, deve ser superior a 3.
(IDCR Working Group (WADA Science), 2021)

Para demonstrar a seletividade do método e validar com sucesso esse parametro, é necessario calcular a
percentagem de falsos negativos em amostras fortificadas com os analitos em estudo e de falsos
positivos em amostras brancas (ndo fortificadas com os analitos de interesse). Um método de
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confirmacgdo qualitativa é seletivo se a percentagem de falsos negativos for inferior a 10% e a
percentagem de falsos positivos 0%. (SQTF INMLCF I.P., 2011)

2.7.2. Capacidade de identificacao

Este parametro permite determinar se o método desenvolvido possui a capacidade inequivoca de
identificar os analitos em estudo. A capacidade de identificacdo é avaliada concomitantemente com a
seletividade/especificidade. Se a percentagem de falsos negativos é igual ou inferior a 10%, considera-
se que 0 método é apropriado.

2.7.3. Eficiéncia da extracéo

O estudo da eficiéncia da extracdo permite determinar a quantidade real de analito que é possivel
recuperar de uma matriz biologica, apds aplicacdo de um procedimento extrativo, conhecendo a
guantidade de analito que est4, de facto, presente na amostra. (Peters et al., 2007)

A eficiéncia da extracdo € estudada em duas concentragdes distintas (gama alta e gama baixa) e em
triplicado, pelo que foi necessario preparar quatro conjuntos de trés aliquotas de 100 uL de sangue
branco.

Dois dos conjuntos de triplicados foram fortificados com 100 uL de uma mistura-padrdo que continha
todos os analitos em estudo numa concentragdo de 100 ng/mL (gama baixa). Num conjunto, a
fortificagdo foi realizada diretamente no sangue branco, ou seja, previamente a aplicagdo do
procedimento extrativo. No outro conjunto, foi primeiramente aplicado o procedimento extrativo as
aliquotas de sangue branco e a fortificacdo foi feita nos extratos obtidos. O mesmo procedimento foi
aplicado aos dois restantes conjuntos de triplicados, mas estes foram fortificados com 100 uL de uma
mistura-padrdo que continha todos os analitos em estudo numa concentracdo de 1000 ng/mL (gama
alta).

Foi adicionada a mesma quantidade de padrdo interno a todas as 12 aliquotas, apenas apds o
procedimento extrativo. Ap6s aplicado o procedimento extrativo como descrito, as amostras foram
analisadas.

A eficiéncia da extracdo, para cada uma das concentracOes estudadas, é determinada através do calculo
da percentagem de analito recuperado (%R), dada por:

%R = (A Releom extracéo) %100 Equagéo 2.4

A Relgen extragio

Onde:

A Relgom extragao € @ razdo das areas do analito/padréo interno das aliquotas que foram fortificadas antes
da extracéo;

A Relgem extracao € @ razdo das areas do analito/padréo interno das aliquotas que foram fortificadas apos
a extracéo.
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A percentagem de analito recuperado deve ser superior a 40%, mas ndo existe um valor 6timo para a
mesma. Este pardmetro deve ser estudado de forma holistica, juntamente com os restantes parametros
de validacéo e tendo em conta a tecnologia analitica que esta a ser utilizada, uma vez que, em métodos
de preparacdo de amostras muito complexos, é expectdvel que a recuperacdo seja baixa dada a
guantidade de etapas a que as amostras estdo sujeitas, no entanto, a quantidade de interferentes é minima.
Ja num método mais simplificado, a recuperagdo de analito poderé ser bastante alta, mas poderao existir
mais interferéncias.

2.7.4. Arrastamento

A andlise de amostras em que os analitos estudados estdo presentes em elevadas concentracdes é
bastante comum nos laboratérios de Toxicologia Forense e, por esse motivo, pode ocorrer arrastamento
de uma substancia muito concentrada para amostras analisadas em seguida, uma vez que podem ficar
retidos vestigios da mesma no injetor e/ou na coluna cromatografica, podendo induzir o aparecimento
de um sinal cromatografico dessa substancia numa amostra na qual essa ndo esta presente ou aumento
do sinal numa amostra onde essa substancia esteja presente em concentracdo inferior. Assim, o estudo
deste parametro é fundamental, sobretudo por se utilizar um método instrumental tdo sensivel como a
UPLC-MS/MS. (SQTF INMLCF I.P., 2011) (Hughes et al., 2007)

A avaliacdo do arrastamento foi efetuada em conjunto com o estudo da eficiéncia da extracdo, uma vez
que nesta segunda foi utilizada uma gama de concentragdo alta, essencial ao estudo do arrastamento.
Assim, em paralelo com a preparacéo das aliquotas para o estudo da recuperacgdo, prepararam-se também
duas aliquotas de 100 uL de sangue branco que ndo foram fortificadas com qualquer substancia, tendo
sido aplicado igualmente o procedimento extrativo. As duas amostras brancas foram analisadas no
equipamento, alternadamente, entre as trés amostras do ensaio da eficiéncia da recuperacéo fortificadas
apos a extracdo com 1000 ng/mL de mistura-padrdo com todos os analitos em estudo.

2.7.5. Efeito de matriz

O sangue é uma matriz biolégica complexa que possui elementos enddgenos e exdgenos
(nomeadamente, outras substancias, metabolitos, impurezas, produtos de degradacao, etc). A coelui¢do
destes com o analito, pode afetar a sua ionizac¢éo, podendo resultar na supresséo ou intensificacdo do
seu sinal, e consequentemente ter impacto na exatiddo, precisdo e robustez do método. (SQTF INMLCF
I.P., 2011) (Chiu et al., 2010) Estes fenémenos sdo observados com frequéncia em analises por
LC-MS/MS e dependem, entre outros, do tipo de ionizacdo (sendo verificado sobretudo em ESI), da
matriz, da preparacdo da amostra e da eficiéncia da separacdo cromatografica. (Peters et al., 2007)

O estudo do efeito de matriz pode ser realizado pelo método de infusdo ou pelo método de fortificacdo
pos-extracdo, tendo sido realizado o segundo. (Scientific Working Group for Forensic Toxicology
(SWGTOX), 2013) (Peters et al., 2007) (SQTF INMLCEF 1.P., 2011)

Na validacdo deste método, o efeito de matriz foi avaliado de duas formas: estudo do efeito de matriz
para uma mesma concentracdo (1000 ng/mL) em amostras diversificadas (10 pools de sangue) e estudo
do efeito de matriz em duas concentracfes distintas (gama baixa e gama alta, 100 e 1000 ng/mL
respetivamente) numa Unica amostra (uma pool de sangue), com o objetivo de estudar este fendmeno
em funcgéo de diversas matrizes e em funcdo da concentragéo.
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Para o primeiro estudo, prepararam-se duas aliquotas de 100 pL de cada pool. A todas as aliquotas foi
aplicado o procedimento extrativo e, apos este, procedeu-se a fortificagdo das mesmas com 100 uL de
uma mistura-padrdo que continha todos os analitos em estudo numa concentracdo de 1000 ng/mL.
Paralelamente, aplicou-se 0 mesmo procedimento a duas aliquotas de 100 uL de amostras brancas (sem
matriz bioldgica), as quais foi adicionada a mesma quantidade de mistura-padrao utilizada nas aliquotas
de cada pool, na mesma concentracao.

No segundo estudo, prepararam-se dois conjuntos de trés aliquotas de 100 uL de uma Unica pool (Pool
5). A todas as aliquotas foi aplicado o procedimento extrativo e, apds este, procedeu-se a fortificacdo do
primeiro conjunto de trés com 100 uL de uma mistura-padrao gque continha todos os analitos em estudo
numa concentracdo de 100 ng/mL e do segundo conjunto de trés com 100 uL de uma mistura-padrao
numa concentracdo de 1000 ng/mL. Paralelamente, aplicou-se 0 mesmo procedimento a dois conjuntos
de trés aliquotas de 100 uL de amostras brancas (sem matriz bioldgica), aos quais foi adicionada a
mesma quantidade de mistura-padrdo utilizada nas aliquotas de cada pool, nas mesmas concentragdes.
Uma vez preparadas as amostras foram analisadas no equipamento.

Uma vez que o efeito de matriz é definido como a diferenca entre o resultado que se obtém para
determinado analito numa solugdo-padréo e o resultado obtido num extrato proveniente de uma matriz
bioldgica, para 0 mesmo analito, nas mesmas condicdes, a percentagem de efeito de matriz é calculada
atraves de:

% EM = [(522)- 1] x100 Equaco 2.5

s/ matriz

Onde:

A matriz € @ Média das areas absolutas obtidas (ido pico base) nas amostras de sangue fortificadas apos
extracéo;

Ay matriz € @ Média das areas absolutas obtidas (ido pico base) nas amostras isentas de matriz.

N&o é adicionado padréo interno no estudo do efeito de matriz, uma vez que neste se avaliam as areas
absolutas, ndo sendo necessaria a correcao destas para areas relativas.

2.7.6. Limite de detecéo

O limite de detecdo (LD) é definido como a menor concentracéo de analito que pode ser detetada numa
amostra por um procedimento analitico, cumprindo os critérios de positividade para a identificacdo de
uma substancia (TRR, areas relativas dos ibes e razdo S/R), mas ndo necessariamente quantificada com
um valor exato. (Armbruster and Pry, 2008) (Peters et al., 2007)

Para avaliar este parametro recorreu-se ao estudo da regresséo de curvas de calibracdo. Para cada analito
foram construidas curvas de calibracdo de 10 pontos, com intervalos de concentracdo relativamente
equidistantes e na regido do valor estimado, sendo o limite de detecdo dado por:

(3.3 % Syx)

LD = -

Equacéo 2.6
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Onde:
Syix € 0 desvio padréo residual da curva de calibragdo
b é o declive da reta

Para a obtencdo das curvas de calibracdo com 10 pontos a diferentes concentragdes, é necessario
fortificar amostras de sangue branco com os analitos em estudo nas concentraces pretendidas. As
concentracdes selecionadas para a construgéo da curva de calibracdo de cada analito estdo identificadas
na tabela 2.5.

Tabela 2.5. Preparagéo das curvas de calibragdo dos 25 farmacos em estudo: pontos da curva de calibragdo e respetivas
concentragdes (ng/mL).

Pontos da curva de calibragdo
1] 2]3[4]5]6]|7]8]9]10
Analito Concentragéo (ng/mL)
LEV, TRA, MIRT, TRZ, TPM, VLF,
MNS, CLZ, QUET, HPD, CBZ,CMZ, | 05| 1 2 4 6 8 |10 | 15 | 20 | 25
PRX, LVM, NRT, CLP
OLZ, KET, CTL, MTD, AMT 05| 1 2 4 6 8 |10 | 15 | 20 | 30

FXT, SRT 1 2 4 6 8 |10 | 15| 20 | 25 | 30
PB 80 | 100 | 120 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 450 | 500
PHT 6 8 |10 | 15 | 20 | 25| 30 | 35 | 50 | 70

LEV — levetiracetam; TRA — tramadol; MIRT — mirtazapina; TRZ — trazodona; TPM — topiramato; VLF — venlafaxina; MNS
— mianserina; CLZ — clozapina; QUET — quetiapina; HPD — haloperidol; CBZ — carbamazepina; CMZ — ciamemazina; PRX —
paroxetina; LVM — levomepromazina, NRT — nortriptilina; CLP — clomipramina; OLZ — olanzapina; KET — cetamina; CTL —
citalopram; MTD — metadona; AMT — amitriptilina; FXT — fluoxetina; SRT — sertralina; PB — fenobarbital; PHT — fenitoina.

Para a preparacao das curvas de calibracéo foi utilizado o método das dilui¢fes sucessivas com recurso
as misturas-padréo contendo todos os analitos de interesse, preparadas no inicio do desenvolvimento do
trabalho experimental, ou seja, a mistura-padrdo de gama alta (1000 ng/mL) e a mistura-padréo de gama
baixa (100 ng/mL).

Para o estudo do limite de detec&o dos diferentes analitos, foram preparadas 24 aliquotas de 100 pL do
sangue branco, sendo que cada uma foi fortificada com 100 pL de uma solugdo com uma concentragéo
distinta das misturas-padrdo anteriormente preparadas a 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 50, 70,
80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 450 e 500 ng/mL. Adicionou-se 50 pL de padréo interno a todas
as aliquotas e foi aplicado o procedimento extrativo. Uma vez que todos os analitos estdo presentes em
todas as aliquotas, foi ap6s obtencao dos resultados instrumentais que, para cada analito, se selecionaram
0S pontos com a concentracdo de interesse.

Apos determinacdo do limite de detecdo de cada analito, foi necessario verificar a veracidade do mesmo
através do teste deste limiar analitico, que permite determinar se estdo em cumprimento os critérios de
positividade para a identificacdo de uma substancia (TRR, areas relativas dos ides e S/R). Para este teste
€ necessario preparar amostras controlo com concentragdes idénticas as estimadas no célculo dos limites
de detecdo através das curvas de calibracédo, tendo ficado estabelecidas as concentracdes de 2, 3, 4 e 80
ng/mL.
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Para a preparacdo das amostras controlo, selecionaram-se cinco pools aleatoriamente (pools 3, 4, 6, 7 e
8). Prepararam-se quatro aliquotas de 100 uL de cada pool, que foram fortificadas com 100 uL de
mistura-padrdo contendo todos os analitos em estudo, nas diferentes concentragdes anteriormente
referidas. A estas amostras foi aplicado o procedimento extrativo.

Apos a andlise instrumental, o objetivo foi aplicar os critérios de positividade utilizados na avalia¢do do
pardmetro da seletividade/especificidade, para determinar se a positividade se confirma em pelo menos
90% das amostras estudadas, pois sé assim se considera valido o limite de detecéo.

2.7.7. Robustez

A robustez é a capacidade que um método analitico possui em permanecer inalterado, perante ligeiras
alteracdes das condicBes experimentais que possam ocorrer numa analise de rotina. (Peters et al., 2007)
(Comissdo Europeia, 2002)

A avaliacdo deste parametro é realizada ao longo de todo o procedimento de valida¢do do método, uma
vez que vao sendo introduzidas algumas alteracGes no mesmo. Parte dessas alteragdes séo propositadas,
com o objetivo de melhorar a metodologia, por exemplo, o tempo de agitagdo, tempo de centrifugagdo
e adicdo de alguns passos de preparacdo de amostras. Outras alteracdes devem-se ao préprio
desenvolvimento do método e ao modo de trabalho no laboratdrio, como a utilizacdo de reagentes de
diferentes lotes, a temperatura ambiente, utilizacdo de diferente material na preparacdo de amostras e
desgaste do equipamento e da coluna cromatografica.

2.8. Aplicacdo do método a amostras reais

Uma vez validada esta metodologia, é necessario aplica-la a amostras reais, com o objetivo de verificar
a sua aplicabilidade em analises de rotina. Para o efeito, foram selecionadas 47 amostras de sangue
periférico recolhidas em autdpsias na Delegacdo do Sul do INMLCEF, I.P. ou nos Gabinetes Médico-
Legais que desta dependem, entre 0s anos de 2020 e 2021, que ja tinham sido analisadas anteriormente
pelo método atualmente utilizado para a confirmacao de medicamentos no SQTF do INMLCEF, I.P. (GC-
MS) e para o qual os resultados obtidos foram positivos para as substancias que estdo a ser estudadas
neste método. Também foi aplicado o método a 11 amostras de soro provenientes da Arvecon GmbH
para a realizacdo dos testes interlaboratoriais aos quais o Servico de Quimica e Toxicologia Forenses da
resposta e que contribuem para comprovar a qualidade do trabalho realizado pelo laboratdrio.

Assim, foi preparada uma série de amostras constituida por um branco de reagentes e um branco de
sangue, quatro controlos positivos (a 10, 100, 500 e 1000 ng/mL) e 58 amostras. As amostras foram
preparadas de acordo com o procedimento de amostras desenvolvido e anteriormente descrito.

A série foi analisada pelo equipamento de UPLC-MS/MS na seguinte ordem: branco de reagentes,
controlos positivos por ordem crescente de concentracéo (10, 100, 500 e 1000 ng/mL), branco de sangue
e amostras de sangue e soro.
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Capitulo 3 — Resultados e Discussao

3.1. Desenvolvimento da metodologia

3.1.1. Escolha do solvente de extragdo

Os solventes organicos, referidos em varios estudos, que podem ser utilizados para extrair os analitos
(nomeadamente, antidepressivos, antipsicoticos, anticonvulsivantes e analgésicos) das proteinas do
sangue sdo o acetonitrilo, acetonitrilo acidificado, metanol, mistura metanol/acetonitrilo em diferentes
proporces e acetato de etilo. (Sistik et al., 2016) (Matsuta et al., 2013) (Alves et al., 2017)

Em 2003 foi introduzido um novo método para a analise de residuos de pesticidas em vegetais e frutas,
o método de QUEChERS (do inglés quick, easy, cheap, effective, rugged e safe). Este método baseia-se
na adi¢do de sais (0s sais de QUEChERS) ap0s extracdo da amostra com um solvente orgéanico, sendo
que existem diferentes kits de sais de QUEChERS. Logo ap06s 0 seu aparecimento, comegou a ser
estudada a aplicabilidade deste método na analise de xenobidticos em matrizes bioldgicas, como o
sangue. (Matsuta et al., 2013) (Alves et al., 2017) (Dulaurent et al., 2016)

Assim, inicialmente, estudaram-se as percentagens de analito recuperado obtidas com os diferentes
solventes organicos e com cinco diferentes kits de sais de QUEChERS, a fim de determinar qual ou quais
0s mais adequados a utilizar neste método para a precipitacéo de proteinas.

Para este estudo, e para cada um dos solventes e sais, realizaram-se ensaios de recuperacao, preparando-
se quatro conjuntos de trés aliquotas de 100 pL de sangue branco. Fortificaram-se dois dos conjuntos
de triplicados com 100 uL de uma mistura-padrdo que continha todos os analitos em estudo numa
concentragdo de 100 ng/mL (gama baixa). Num conjunto, a fortificacdo foi realizada previamente a
adicdo de solvente, no outro foi primeiramente adicionado o solvente as aliquotas de sangue branco e a
fortificacdo foi feita nos extratos obtidos. Foi aplicado 0 mesmo procedimento aos dois restantes
conjuntos de triplicados, mas a fortificagdo destes foi efetuada com uma mistura-padréo que continha
todos os analitos em estudo numa concentragdo de 1000 ng/mL (gama alta). Para o estudo dos sais de
QUEChERS, o procedimento foi igual, mas foi ainda feita a adicao dos sais imediatamente apds a adicao
de solvente, com recurso a uma pequena espatula (com capacidade de aproximadamente 10 mg), sem
necessidade de pesar. Foi adicionada a mesma quantidade de padréo interno a todas as aliquotas, apés o
procedimento extrativo. Apds secagem e redissolu¢do com 100 pL de solugdo de fase movel inicial, as
amostras foram analisadas.

Os solventes estudados foram: acetato de etilo, acetonitrilo, acetonitrilo acidificado (acido férmico 1%
e 0,1%) e misturas de metanol/acetonitrilo em diferentes proporg¢des (3:1, 1:3 e 1:9 v/v). O acetonitrilo
foi o solvente organico que apresentou ndo s6 os melhores valores de percentagem de analito recuperado
(o menor valor de recuperacao foi de 77%) como também o extrato aparentemente mais limpo enquanto
0s restantes solventes apresentaram valores de recuperacdo mais baixos e, alguns deles, extratos sujos.
Tendo sido o acetonitrilo considerado o solvente mais adequado, a adicdo dos sais de QUEChERS foi
levada a cabo com 0 mesmo. Os sais testados foram: 5982-6550 (4 g MgSO., 1 g NaCl), 5982-5650 (4
g MgSOs4, 1 g NaCl, 1 g NaCitrate, 0,5 g disodium citrate sesquihydrate), 5982-7755 (6 g MgSO., 1,5 g
NaAcetate), K.COs e 5982-6550/K2CO3 (4:1 m/m).

38



Com a adicdo dos sais de QUEChERS a percentagem de analito recuperado manteve-se idéntica a obtida
apenas para o acetonitrilo. Uma vez que esta adi¢cdo ndo acrescentou vantagens ao método e é um passo
adicional que implica maior tempo de preparacdo de amostras (e 0 objetivo € o desenvolvimento de uma
metodologia simples), optou-se por descartar a utilizacdo dos sais de QUEChERS, ficando estabelecida
a precipitacdo de proteinas apenas com solvente orgénico, sendo este o acetonitrilo.

3.2. Validacéo do método

3.2.1. Seletividade/especificidade e capacidade de identificacéo

Como referido no capitulo 2.7.1, é necessario calcular a percentagem de falsos negativos e positivos no
estudo da seletividade e da capacidade de identificacdo, através da andlise de trés conjuntos de amostras,
sendo que o conjunto fortificado com os analitos em estudo corresponde aos verdadeiros positivos e 0s
dois restantes conjuntos, um sem fortificacdo, outro fortificado com outro grupo de substancias que néo
as de interesse para este estudo, representam os verdadeiros negativos. Para verificar os verdadeiros
positivos, tém de ser aplicados os critérios de positividade estabelecidos para os métodos de confirmacao
qualitativa, sendo estes o tempo de retencdo relativo, a area relativa dos i6es e uma razdo S/R superior
a trés. (IDCR Working Group (WADA Science), 2021) (SQTF INMLCF I.P., 2020)

3.2.1.1. Critério da diferenca do tempo de retencao relativo

Com base nas equag0es 2.1 e 2.2 foi possivel calcular o tempo de retencéo relativo (TRR) e as diferencas
dos tempos de retencéo relativos (ATRR) para cada analito em cada amostra. Nas tabelas 3.1 e 3.2 é
possivel observar os resultados dos TRR e das ATRR, respetivamente, para a amostra controlo e para as
dez pools de amostras analisadas, nas aliquotas que foram preparadas através de fortificacdo com
mistura-padrdo a 100 ng/mL com todos os analitos em estudo. No estudo do fenobarbital, foi utilizada
uma concentragdo de 1000 ng/mL dos analitos em estudo, tanto para a amostra controlo como para as
amostras em estudo, uma vez que este apresentou picos de areas muito reduzidas para uma concentracdo
de 100 ng/mL.

Tabela 3.1. TRR de cada analito em cada pool e na amostra controlo a 100 ng/mL.

Amostra

©
S _,

o
«E S £ — o~ ™ < o) © ~ © o =
2 = 2 © © © © S © S © © S

c o o o o o o o o o o
- Qo o o o o o o o o o a

LEV | 0,267 | 0,267 | 0,267 | 0,267 | 0,266 | 0,266 | 0,267 | 0,267 | 0,267 | 0,266 | 0,267
oLz | 0,305 | 0,305 | 0,307 | 0,307 | 0,306 | 0,304 | 0,305 | 0,305 | 0,306 | 0,300 | 0,306
KET | 0,448 | 0,448 | 0,448 | 0,448 | 0,447 | 0,447 | 0,448 | 0,448 | 0,449 | 0,445 | 0,449
TRA | 0,496 | 0,498 | 0,496 | 0,496 | 0,494 | 0,494 | 0,496 | 0,496 | 0,497 | 0,492 | 0,494

MIRT | 0,507 | 0,509 | 0,507 | 0,509 | 0,508 | 0,508 | 0,507 | 0,507 | 0,508 | 0,503 | 0,508

* para o fenobarbital, tanto a amostra controlo como as pools foram fortificadas com mistura-padréo de concentragédo a 1000
ng/mL.
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Tabela 3.1. (continuag&o)

- Amostra
g —
3 % £ — o~ ™ < o) © N~ © o S
2 52| B S S S S S S S S S
S g o o o o o o o o o o
%] o [a o o o o o o o o o
O3
TRZ 0,614 | 0,614 | 0,614 | 0,614 | 0,611 | 0,611 | 0,614 | 0,612 | 0,614 | 0,611 | 0,614
PB* 0,619 | 0,617 | 0,619 | 0,615 | 0,615 | 0,617 | 0,617 | 0,617 | 0,619 | 0,617 | 0,617

TPM 1,014 | 1,014 | 1,017 | 1,014 | 1,014 | 1,017 | 1,017 | 1,017 | 1,017 | 1,017 | 1,014
VLF 0,675 | 0,675 | 0,675 | 0,675 | 0,673 | 0,673 | 0,675 | 0,675 | 0,676 | 0,671 | 0,676
CTL 0,729 | 0,729 | 0,729 | 0,729 | 0,727 | 0,727 | 0,729 | 0,729 | 0,730 | 0,727 | 0,728
MNS | 0,738 | 0,735 | 0,735 0,735 | 0,736 | 0,736 | 0,738 | 0,735 | 0,735 | 0,732 | 0,735
CLz 0,738 | 0,740 | 0,738 | 0,740 | 0,738 | 0,736 | 0,738 | 0,738 | 0,739 | 0,734 | 0,739
QUET | 0,767 | 0,767 | 0,767 | 0,767 | 0,765 | 0,765 | 0,767 | 0,765 | 0,766 | 0,763 | 0,766
HPD 0,794 | 0,796 | 0,796 | 0,796 | 0,792 | 0,794 | 0,796 | 0,796 | 0,796 | 0,794 | 0,796
PHT 1,217 | 1,217 | 1,221 | 1,217 | 1,217 | 1,217 | 1,221 | 1,217 | 1,217 | 1,217 | 1,217
CBzZ 1,293 | 1,293 | 1,301 | 1,293 | 1,293 | 1,293 | 1,293 | 1,293 | 1,293 | 1,293 | 1,293
CMz | 0,848 | 0,852 | 0,850 | 0,848 | 0,848 | 0,848 | 0,850 | 0,850 | 0,849 | 0,848 | 0,852
PRX 0,859 | 0,859 | 0,859 | 0,861 | 0,857 | 0,857 | 0,859 | 0,859 | 0,858 | 0,857 | 0,858
MTD | 0,904 | 0,906 | 0,906 | 0,906 | 0,904 | 0,904 | 0,906 | 0,904 | 0,908 | 0,904 | 0,906
LvM | 0,910 | 0,913 | 0,913 | 0,913 | 0,911 | 0,911 | 0,913 | 0,910 | 0,912 | 0,908 | 0,912
AMT | 0,913 | 0,915 | 0,913 | 0,915 | 0,913 | 0,911 | 0,915 | 0,913 | 0,915 | 0,913 | 0,915
NRT 0,930 | 0,933 | 0,930 | 0,930 | 0,928 | 0,928 | 0,930 | 0,930 | 0,933 | 0,926 | 0,930
FXT 0,939 | 0,939 | 0,939 | 0,939 | 0,937 | 0,940 | 0,939 | 0,939 | 0,942 | 0,937 | 0,942
SRT 0,984 | 0,984 | 0,982 | 0,984 | 0,982 | 0,982 | 0,984 | 0,982 | 0,984 | 0,982 | 0,984

CLP 1,002 | 1,002 | 1,002 | 1,000 | 0,998 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,002 | 1,000 | 1,002

* para o fenobarbital, tanto a amostra controlo como as pools foram fortificadas com mistura-padréo de concentragdo a 1000
ng/mL.

Tabela 3.2. Diferenca entre o TRR de cada analito em cada pool e na amostra controlo (100 ng/mL).

- Amostra

2

S — o~ ™ < o) © ~ e o S
2 ° ° ° S ° Is) ° Is) ° S
S o o o o o (@) o (@) o o
%] o o (a o (a o o o o o

LEV | 0,000 | 0,000 | 0,000 |-0,002 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,002 | 0,002
oLz | 0,000 | 0,007 | 0,007 | 0,005 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 |-0,032 | 0,002
KET | 0,000 | 0,000 | 0,000 |-0,002 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 |-0,007 | 0,002
TRA | 0,004 | 0,000 | 0,000 |-0,002 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,007 | -0,002
MIRT | 0,004 | 0,000 | 0,004 | 0,002 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,007 | 0,002
TRZ | 0,000 | 0,000 | 0,000 |-0,006 | -0,006 | 0,000 |-0,004 |-0,001 | -0,006 | -0,001
pB* | -0,004 | 0,000 | -0,006 | -0,006 | -0,004 | -0,002 | -0,004 | 0,000 | -0,002 | -0,002
TPM | 0,000 | 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,000
VLF | 0,000 | 0,000 | 0,000 |-0,002 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,006 | 0,002
CTL | 0,000 | 0,000 | 0,000 | -0,002 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,002 |-0,001

* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentracdo de 1000 ng/mL.
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Tabela 3.2. (continuag&o)

© Amostra

'S

< o
el — ~N ™ < Tel © ~ [e] o et
2 © © © © Is) © Ks) © Ks) S
S [@] o (@] o (@] (@] (@] (@] (@] o
D o [a o o o o o o o o

MNS | -0,003 | -0,003 | -0,003 | -0,002 | -0,003 | 0,000 | -0,003 | -0,004 | -0,008 | -0,004
CLz 0,003 | 0,000 | 0,003 | 0,001 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,005 | 0,002
QUET | 0,000 | 0,000 | 0,000 | -0,002 |-0,002 | 0,000 | -0,003 | -0,001 |-0,005 | -0,001
HPD 0,003 | 0,003 | 0,003 |-0,002 | 0,001 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,002
PHT 0,000 | 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
cBz 0,000 | 0,006 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
CMz | 0,005 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,000 | 0,005
PRX 0,000 | 0,000 | 0,003 |-0,002 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | -0,002 | 0,000
MTD | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,005 | 0,000 | 0,002
LVvM | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,002 | -0,002 | 0,002
AMT | 0,002 | 0,000 | 0,002 | 0,000 |-0,002 | 0,002 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000
NRT 0,002 | 0,000 | 0,000 | -0,002 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,005 | 0,000
FXT 0,000 | 0,000 | 0,000 | -0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | -0,002 | 0,002
SRT 0,000 | -0,002 | 0,000 | -0,002 | -0,002 | 0,000 | -0,002 | 0,000 | -0,002 | 0,000
CLP 0,000 | 0,000 | -0,002 | -0,004 | -0,002 | -0,002 | -0,002 | 0,000 | -0,002 | 0,000
* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentracdo de 1000 ng/mL.

Na pool 9, para a olanzapina, o critério do tempo de retencéo relativo ndo foi cumprido, uma vez que a
diferenca entre 0 TRR da olanzapina na pool 9 e 0 mesmo na amostra controlo obtido foi de -3,2%,
sendo este valor superior ao indicado nos critérios estabelecidos (+1%). Como € possivel observar na
tabela 3.2, o critério do tempo de retencéo relativo foi cumprido para todos os restantes analitos em
estudo, em todas as amostras, uma vez que a ATRR é inferior a 1% em todos 0s casos.

3.2.1.2. Critério das intensidades relativas

As areas relativas dos i6es monitorizados para cada analito em estudo, tanto na amostra controlo como
nas amostras em estudo, foram calculadas pela razdo entre a area do ido diagnoéstico de menor
intensidade e a do ido diagndstico de maior intensidade. Na tabela 3.3 esta descrita a area relativa dos
ibes para cada um dos analitos na amostra controlo e as respetivas tolerancias minima e maxima
admitidas para as amostras em estudo, com base nas abundancias obtidas para o controlo e nos critérios
definidos pela World Anti-Doping Agency (WADA), demonstrados na tabela 3.4.

41



Tabela 3.3. Areas relativas dos ifes, em percentagem, dos analitos em estudo na amostra controlo e respetivo intervalo de

tolerancia.
Substancia Area relativa controlo Tolerancia (%)
100 ng/mL (%) Minima Maxima
LEV 83 73 33
oLz 86 76 5
KET 72 62 &
TRA 84 71 5
MIRT 12 71 7
TRZ 64 51 =2
PB* 53 13 53
TPM 35 28 %
VLF 31 25 T
CTL 31 5 o
MNS 20 16 26
CLz 9.4 44 7
QUET 24 19 59
HPD 11 56 1
PHT 26 21 T
CBz 3,2 0 82
CMz 11 6.4 16
PRX 19 1 51
MTD 93 83 103
LVM 67 57 -
AMT 58 8 53
NRT 77 67 57
FXT 6,4 14 0
SRT 55 25 o
CLP 34 28 1

* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentracdo de 1000 ng/mL.

Na tabela 3.4 encontram-se as areas relativas dos iBes monitorizados obtidas para cada analito nas
diferentes pools em estudo, que foram preparadas através de fortificagdo com uma solucdo de mistura-
padrdo com todos os analitos em estudo.

Tabela 3.4. Areas relativas dos ides, em percentagem, dos farmacos em estudo, em amostras de sangue complexas.

o Area relativa (%)
<c§ A |~ |®m | | oo |~ |lo |8
é g/18/8/g8!/8|/s|/g8|8]-ts E Intervalo de toleréncia (%)
A d |d|d|ad|d|la|ad|la|ac|f
LEV 80 | 81|78 | 78|82 | 79|78 |80 | 74|79 73-93
oLz 79 |90 | 79 | 85 | 96 | 82 | 95 | 83 | 89 | 83 76 — 96

* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentragdo de 1000 ng/mL.
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Tabela 3.4. (continuag&o)

© Area relativa (%)

«§ Al |m | |w|o|~]|o|o|9§

é =R =T =T =T =T =T =T =R = E Intervalo de tolerancia (%)

) [a [a [a o o o [a [a [a o
KET 73|68 | 72|78 |69 | 77|69 |78 |70 | 72 62 — 82
TRA 86 | 84 | 83|94 |93 |91 |91|91 |90 | 93 74-94
MIRT | 12 | 12 | 13 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 | 12 7,1-17
TRZ 69 | 70 | 74 | 73 | 73 | 70 | 70 | 62 | 67 | 73 54 -74
PB* 51 | 54 | 60 | 49 | 54 | 47 | 44 | 49 | 55 | 53 43 - 63
TPM 36 | 41 | 36 | 39 | 34 | 33|33 |35 |42 40 28 — 42
VLF 3113333 |33(33(32|3|32|29] 30 25-37
CTL 34 133130 |34|34 |34 |3 |34]|32]| 32 25-37
MNS | 22| 20|18 | 22 |22 |21 |21 |20]|21 |21 16 — 26
CLz 90199194198 (96(93]99|93|97|96 44-14
QUET | 29 | 22 | 23 | 23 | 23 | 24 | 24 | 24 | 25 | 25 19-29
HPD 1010 19911 |12 | 10|93 | 10 | 10 | 10 56-16
PHT 23 | 24 | 26 | 30 | 22 | 28 | 23 | 22 | 31 | 26 21-31
CBz 3,7135|35(37(35|34|27|36]|38]|37 0-8,2
CMz |11 |11 |10 |12 |11 | 11|90 | 11| 11 | 10 6,416
PRX 19119119 (20|19 | 19|21 |20 | 18 | 19 14 -24
MTD | 97 | 96 | 86 | 94 | 91 | 94 | 92 | 84 | 85 | 91 83-103
LVM |62 |61 |70| 70|61 |65 |61 |71 |64 )| 67 5777
AMT | 66 | 63 | 55|58 | 60 | 65|58 | 55 | 57 | 63 48 — 68
NRT 71|72 |72 | 73|80 | 75|72 |75 | 74| 86 67 — 87
FXT 6266|6067 |61|61|68|61]|60]|64 14-11
SRT 56 | 52 | 52 | 55 | 53 | 53 | 47 | 52 | 52 | 53 45— 65
CLP 36 |32 (32|34 |3 |36 |40| 35|32 33 28 —41

* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentra¢do de 1000 ng/mL.

Com base nos intervalos de tolerancia calculados para cada um dos analitos em estudo (discriminados
na tabela 3.3), é possivel verificar que o critério das areas relativas dos ides foi cumprido para todos 0s
analitos em todas as pools, uma vez que, nas amostras em estudo, a percentagem correspondente a area
relativa obtida para cada analito se encontrava dentro do intervalo estabelecido para 0 mesmo.

Uma vez que tanto o critério do tempo de retencédo relativo como o das &reas relativas tém de estar
cumpridos para que as amostras sejam consideradas como verdadeiros positivos, é possivel afirmar que
uma das amostras estudadas, a pool 9, representa um falso negativo, pois ndo cumpre o critério do tempo
de retencéo para a olanzapina. Assim, num universo de 10 amostras e 25 analitos em estudo, apenas
uma se verificou como falso negativo para um dos analitos, traduzindo-se numa percentagem de 0,4%
de falsos negativos. Encontra-se também cumprido o critério da razdo sinal/ruido, que foi sempre
superior a 3, como demonstrado no Anexo B.

Tanto nas aliquotas ndo fortificadas, como nas aliquotas fortificadas com mistura-padrdo de
benzodiazepinas, observou-se um ligeiro sinal cromatografico para a trazodona na amostra P2 (figura
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C2) e para a paroxetina na P9 (figura C8). Estes sinais sdo sinais residuais, tendo em conta a comparagao
das areas obtidas para estas mesmas substancias nas amostras fortificadas com 100 ng/mL: para a
trazodona na P2 sem fortificacdo a area do sinal obtido foi cerca de 160 vezes menor que aquele obtido
para a mesma na amostra controlo fortificada a 100 ng/mL, traduzindo-se huma concentracdo inferior a
1 ng/mL; para a paroxetina na P9 a area do sinal obtido foi cerca de 17 vezes inferior ao obtido para a
mesma substancia na amostra controlo fortificada com 100 ng/mL, o que se traduz numa concentragédo
inferior a 10 ng/mL. As amostras selecionadas para a constituicdo das pools sdo amostras para as quais
se obteve previamente um resultado negativo por GC-MS para os 25 farmacos em estudo, contudo, e
uma vez que o método desenvolvido por ULPC-MS/MS é mais sensivel, muito provavelmente com a
nova metodologia foram detetadas substancias em concentra¢fes pequenas que o método anterior por
GC-MS ndo conseguiu confirmar.

A titulo de exemplo, na figura 3.1 estdo representados os resultados cromatograficos obtidos para a pool
3, na aliquota ndo fortificada (a esquerda) e na aliquota fortificada com benzodiazepinas (& direita),
confirmando que ndo se detetou qualquer um dos farmacos em estudo.
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Figura 3.1. Cromatogramas da pool 3, sem fortificacdo (a esquerda) e com fortificagdo com mistura-padrédo de 100 ng/mL de
benzodiazepinas (a direita).
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Os resultados das aliquotas sem fortificagdo e com fortificacdo de benzodiazepinas das restantes pools
encontram-se no Anexo C, sendo possivel comprovar a inexisténcia de qualquer sinal cromatogréafico
significativo, descartando a existéncia de falsos positivos.

Reunindo os resultados obtidos para as aliquotas fortificadas com uma mistura-padrdo com todos os
analitos em estudo, para as aliquotas fortificadas com uma mistura-padréo de benzodiazepinas e para as
gue nédo foram fortificadas com qualquer substancia, € possivel afirmar que o método € seletivo, uma
vez que a percentagem de falsos negativos observada € bastante inferior a 10% (0,4%) e ndo se verificou
a existéncia de falsos positivos.

3.2.2. Eficiéncia da extracdo

A percentagem de cada analito que foi possivel recuperar de cada amostra de sangue, fortificada com
uma mistura-padrdo contendo cada um dos analitos numa concentracéo de 100 e de 1000 ng/mL, ap6s
0 procedimento extrativo, foi estudada de acordo com o procedimento descrito em 2.7.3 e verificou-se
ser igual ou superior a 77% (resultado mais baixo foi obtido para a cetamina a 100 ng/mL), como é
possivel verificar pelos resultados apresentados na tabela 3.5.

Tabela 3.5. Percentagem de recuperagdo obtida para cada analito a concentracéo de 100 e 1000 ng/mL.

A Recuperacéo (%)
Substancia |50 g/mL | 1000 ng/mL
LEV 78 93
oLz 81 88
KET 77 87
TRA 81 9
MIRT 81 93
TRZ 79 9
PB 94 85
TPM 87 88
VLF 81 95
CTL 80 93
MNS 84 92
CLZ 83 92
QUET 82 92
HPD 83 9
PHT 84 79
CBz 89 95
CMZz 86 93
PRX 88 88
MTD 79 94
LVM 86 90
AMT 82 95
NRT 85 89
FXT 87 88
SRT 9 85
CLP 85 91
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Tendo em conta que a percentagem de analito recuperado se considera favoravel a partir de 40%, é
possivel afirmar que a extracdo aplicada neste método é eficiente, uma vez que a recuperagdo se encontra
entre 77 e 94% para todos os analitos a 100 ng/mL e entre 79 e 95% numa concentracdo de 1000 ng/mL.

Como referido no ponto 2.7.3, a percentagem de analito recuperado deve ser tida em conta de forma
holistica, considerando a generalidade do método. Para métodos de preparacdo de amostras mais
simplificados, no caso deste, € esperado que se obtenha uma alta percentagem de analito recuperado, no
entanto, podem existir mais interferéncias nas amostras, por existirem menos etapas que permitam a
limpeza das mesmas. Uma vez que a tecnologia utilizada neste método constitui um bom suporte
analitico (espetrometria massa/massa) essas interferéncias, mesmo que existentes, acabam por ndo afetar
de forma significativa a identificagdo e confirmacéo dos analitos, o que é comprovado pelo parametro
da seletividade/especificidade. Ou seja, € possivel existir um procedimento extrativo simples, com 6tima
recuperacao e fracamente afetado por interferéncias, utilizando a tecnologia de UPLC-MS/MS.

3.2.3. Arrastamento

O estudo de fendmenos de arrastamento foi realizado concomitantemente com o teste da eficiéncia da
extragdo, como referido no procedimento em 2.7.4, tendo sido analisadas duas amostras brancas entre
trés amostras de sangue fortificadas com 25 analitos, cada um com concentra¢do de 1000 ng/mL, apos
0 procedimento extrativo.

Na figura 3.2 encontram-se 0s cromatogramas obtidos para as amostras brancas estudadas. De todos o0s
analitos em estudo, apenas se verificou um sinal correspondente a olanzapina, uma vez que foram
detetados picos cromatograficos correspondentes & mesma nas amostras brancas, compativeis com uma
possivel contaminag&o.
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Figura 3.2. Cromatogramas das amostras brancas A (a esquerda) e B (a direita) do estudo do fenémeno de arrastamento
(carryover).
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Figura 3.2. (continuagao)

Apds estudo das areas relativas dos ides monitorizados para a olanzapina, concluiu-se que nao estava
cumprido o critério de positividade nas amostras brancas A e B para a olanzapina, uma vez que as areas
relativas ndo respeitavam o intervalo de tolerancia estabelecido. Deste modo, ndo é considerada a
existéncia do fenémeno de arrastamento, mas sim alguma possivel interferéncia, embora minima.

De qualquer modo, a fim de minimizar possiveis contaminagdes e interferéncias, um procedimento a ter
em consideracdo de futuro podera passar pela modifica¢do do procedimento de lavagem do injetor ou a
corrida de amostras brancas entre analises.

3.2.4. Efeito de matriz

A ionizagdo das moléculas pode sofrer alteragdes quando ocorre a coeluigdo de outros componentes
presentes na matriz biol6gica com os analitos em estudo, podendo originar intensificacdo ou supressao
do sinal cromatogréafico. (Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX), 2013) Este
fenémeno, denominado efeito de matriz (EM), foi estudado através do meétodo de fortificagdo pos-
extracdo, de duas formas (descrito em 2.7.5), na validacdo deste procedimento, tendo-se obtido os
resultados com base na formula 2.5. Estes resultados, para o primeiro estudo, em que o EM foi avaliado
numa Unica amostra de sangue, mas em duas concentra¢fes distintas de analito (100 e 1000 ng/mL),
com o objetivo de verificar a variabilidade do efeito de matriz em fungéo da concentracdo de analito,
encontram-se resumidos na tabela 3.6. Na segunda experiéncia, 0 EM foi estudado em dez amostras de
sangue diversificadas com a mesma concentracao de analito e os resultados obtidos estdo apresentados
na tabela 3.7. Adicionalmente, foi também calculada a percentagem do coeficiente de variagéo (CV) do
EM, através da formula:

%CV = Equacéo 3.1

Xl e

Onde:
s é 0 desvio padrédo

X é a média
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Segundo as praticas padréo para a validacdo de métodos em toxicologia forense, o efeito de matriz ndo
deve exceder +25% e o coeficiente de variacdo ndo deve exceder os 15% e, caso se verifique, é
necessario comprovar que esse efeito ndo afeta outros parametros de validacdo. (Scientific Working
Group for Forensic Toxicology (SWGTOX), 2013)

Tabela 3.6. Percentagem de efeito de matriz observada, numa Unica amostra, para cada analito em estudo em duas
concentracdes distintas e respetivo coeficiente de variagao.

Sangue periférico (Pool 5)
. EM (%)
Substancia 50 rg/mL | CV (%) | 1000 ng/mL | CV (%)
LEV 7.6 1,9 13 1,0
oLZ 14 5.4 38 1,9
KET 6,3 0,80 2,6 0,61
TRA 12 1,9 18 11
MIRT 17 4,6 2,0 0,36
TRZ 0,31 22 0,39 17
PB 58 34 26 6,1
TPM 32 35 5,0 58
VLF 14 23 46 0,54
CTL 0,84 2,7 16 0,58
MNS 14 2,0 46 28
CLZ 1 45 36 39
QUET 2,9 33 0,41 15
HPD 35 2,7 25 17
PHT 33 3,7 538 14
CBZ 15 0,6 9,8 42
CMZ 10 36 22 28
PRX 25 6,6 18 8,6
MTD 19 17 31 14
LVM 15 9,0 48 33
AMT 9.1 5.1 26 5.2
NRT 14 18 10 7.0
EXT 18 8,4 19 6,9
SRT 41 15 38 17
CLP 16 7.6 93 72

Na avaliacdo do efeito de matriz em fungdo da concentracdo (tabela 3.6), ndo foram observados
fendmenos significativos para a maioria dos analitos estudados, exceto para o fenobarbital a 100 ng/mL,
para o qual se verificou uma grande percentagem de supressao ionica (-58%), e para a sertralina em
ambas as concentracOes, para a qual também se verificou consideravel supressdo ionica (-41 e -38%,
para 100 e 1000 ng/mL, respetivamente).
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Tabela 3.7. Percentagem de efeito de matriz observada, em diversas amostras, para cada analito em estudo a uma concentragao
de 1000 ng/mL.

Efeito de matriz (%)

(15}

‘S

«E — ~ ™ < o © ~ © o S <

2 S |3 |3 ||| 3|3l 3B |35 |

S o o o o o o o o o o >

1% [a [a [a [a [a [a [a o o o O
LEV | 90 [042] 47 [-98]-62| 27 [-89| 95 |-34] 2,7 | 12

oLz 12 17 22 | 20 | 13 | 24 | 17 | 27 |-66| 19 |87
KET 81 97 | 104 | 105| 90 | 86 | 90 | 108 | 56 | 93 | 8,8
TRA 47 50 52 | 52 | 48 | 51 | 52 | 53 | 52 | 52 |20
MIRT | 98 | 9,2 | 13 12 | 7,7 | 11 12 15 |76 | 11 |29
TRZ 55|36 -21|-31|-14| 0,12 |-38| 0,43 |-81|-0,11 | 4,3
PB 004 | -19 | 11 14 | -7,7 22 |49 41 | -29 | -15 | 15
TPM 14 14 19 12 1 60| 15 | 28 | 12 | 44 | 10 | 11
VLF 15 18 18 18 | 16 19 | 20 | 22 24 | 18 |29
CTL -10 | 57| 62 |86 |-10 | -21 |-72| 65 |-46| -58 | 3,1
MNS |-079| 78 | 96 |50 53| 16 |62 | 12 |-25| 78 | 11
CLZ -18 1 10| 39 (14|29 47 |79 75 |-94| 10 |69
QUET| -21 |-25| 16 |38 |-07| 69 | 14 | 70 |-11| 38 |60
HPD -12 | 34| -1,7 |-87|-78|-057|-32| -30 | 45| -44 | 15
PHT 12 |-11|-73 |68 |97| 66 | 94| 34 |-15| 50 | 15
CBZ 56 [ 60| 68 [80]22| 38 | 25| 53 |60 30 |62
CMzZ | 63 |24 | 22 |-43|-46| 15 | 12 | 33 |-19 | -19 |88
PRX 21 | -18 | -80 | -26 | -17 | 18 | 18 |-0,06 | -58 | -8,8 | 20
MTD 36 38 40 | 38 | 38 | 37 | 54 | 43 15 | 36 |85
LVM -15 | -14 | 32 |-14 | -15| 59 |-34| 35 | -39 | -93 | 13
AMT 6,1 | 12 14 | 14 | 18 | 29 | 27 19 | -24| 20 | 14
NRT -16 | -58 | -045| -14 | -10 | -056 | -15| 3,7 | -65 | -8,0 | 22
FXT 81 |47 | 89 |-71,7]1-20| 24 | 22 14 | -66 | 80 | 23
SRT 44 | -35 | -28 | -56 | -38 | -35 | -34 | -25 | -87 | -36 | 20
CLP -80 |92 | -73 |-90|-14 | 33 |-13 | -33 | 65| 84 | 21

Nesta segunda analise (tabela 3.7), confirma-se que néo existem efeitos matriz significativos para a
maioria dos analitos. No entanto, verificou-se uma intensificacdo consideravel do sinal para a cetamina,
tramadol e metadona e observou-se, novamente, consideravel supressao ionica para a sertralina.

Embora existam os fendmenos de supressdo e intensificacdo ionica anteriormente referidos, estes nao
apresentam consideraveis oscilagdes para 0 mesmo analito em diferentes amostras de sangue, o que
pode ser comprovado pelos valores de CV obtidos. Mais importante do que existir um efeito de matriz
reduzido, é necessario que este seja estavel, pois demonstra a estabilidade do analito em diferentes
matrizes biologicas do mesmo tipo, tendo esta sido verificada pelas percentagens do coeficiente de
variacdo obtidas. No entanto, verificou-se um coeficiente de variacdo superior ao recomendado
(CV<15%) para a paroxetina (20%), nortriptilina (22%), fluoxetina (23%), sertralina (20%) e
clomipramina (21%), uma vez que estes analitos possuem valores de EM para todas as pools dentro do
intervalo de percentagem recomendado (+25%), exceto para a pool 9, na qual se verificou uma supressédo
idnica bastante consideravel, sobretudo para estas substancias. De um modo geral, a pool 9 apresentou
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valores muito elevados de supressédo ionica para uma consideravel quantidade de analitos, o que pode
levar a concluir que, provavelmente, esta amostra complexa (constituida pelo sangue periférico de
quatro cadaveres distintos) podera conter algum componente que interfere com a ionizagao dos analitos,
e em particular mais no caso dos analitos supramencionados, tanto mais que, se os valores obtidos para
esta amostra ndo fossem incluidos no célculo dos CV, todos os analitos apresentariam um CV bastante
inferior a 15%.

Para compensar nestes casos as oscilagdes existentes, poder-se-4 avaliar no futuro a vantagem em se
utilizar padrées internos deuterados correspondentes aos analitos que sofrem mais os efeitos de matriz,
uma vez que estes permitem uma melhor corre¢éo das variacGes existentes.

3.2.5. Limite de detecéo (LD)

A avaliagdo do limite de detecéo foi realizada de acordo com o procedimento descrito em 2.7.6 sendo
que, para o calculo do mesmo para cada analito, utilizou-se 0 modelo de regressdo linear ponderada com
fator de 1/x. Apds construcdo das curvas de calibracdo de cada analito e calculos estatisticos (presentes
no Anexo D), foi possivel calcular os respetivos limites de detecéo através da formula 2.6, tendo por
base a equagéo da reta e o erro-padréo obtidos.

Os resultados apresentados na tabela 3.8 foram obtidos com base nos dados apresentados no Anexo D,
onde estdo representadas as concentrag¢des utilizadas para a construcdo das curvas de calibracdo, areas
obtidas, curvas de calibracdo e o tratamento de dados para cada um dos analitos em estudo.

Tabela 3.8. Equacdo resultante da curva de calibragdo de 10 pontos obtida para cada analito, respetivo coeficiente de
determinacéo (R?) e erro-padrdo e limite de detegdo calculado e real (ng/mL).

Erro- Limite de Limite de
Substancia Equacéo R? padrdo detecdo (ng/mL) detecdo final
(Syw) (ng/mL)

LEV y =0,0014x - 0,00004 | 0,9946 | 0,00092 2,2 3
oLZ y=0,0019x - 0,0015 | 0,9920 | 0,00172 3,0 3
KET y=0,0015x - 0,0004 | 0,9953 0,00107 2,3 4
TRA y =0,0079x - 0,0007 | 0,9941 | 0,00543 2,3 3
MIRT y=0,007x - 0,0012 0,9936 0,00501 2,4 3
TRZ y =0,0037x - 0,0004 | 0,9944 0,00245 2,2 2
PB y =0,0038x - 0,0433 | 0,9918 0,05427 47 80
TPM y =0,0027x - 0,0005 | 0,9954 0,00164 2,0 2
VLF y=0,0067x - 0,001 | 0,9928 | 0,00506 2,5 3
CTL y=0,0035x - 0,0002 | 0,9970 0,00193 1,8 2
MNS y = 0,0006x - 0,0004 | 0,9947 | 0,00037 2,2 3
CLz y =0,0024x - 0,0011 | 0,9956 0,00141 2,0 2
QUET y=0,0037x - 0,0015 | 0,9968 0,00185 1,7 2
HPD y=0,0051x - 0,0021 | 0,9952 | 0,00315 2,0 2
PHT y=0,0014x - 0,0004 |0,9979 | 0,00134 3,2 4
CBZ y=0,1222x - 0,0527 |0,9939 | 0,08550 2,3 3
CMZ y=0,0031x - 0,0008 | 0,9964 | 0,00166 18 2
PRX y = 0,0004x - 0,0001 | 0,9986 0,00015 1,1 2
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Tabela 3.8. (continuag&o)

_ Erro- Limite de Limite (_Jle
Substancia Equacéo R? padrao detecao (ng/mL) detecdo final

(Syr) (ng/mL)
MTD y =0,0023x - 0,00002 | 0,9962 0,00140 2,0 2
LVM y =0,0025x - 0,0016 | 0,9955 0,00150 2,0 3
AMT y = 0,0005x - 0,000009 | 0,9977 0,00026 1,6 3
NRT y = 0,0006x - 0,00002 | 0,9982 0,00022 1,3 3
FXT y=0,0011x - 0,0001 | 0,9965 0,00068 2,1 3
SRT y =0,0003x - 0,0002 | 0,9963 0,00020 2,1 3
CLP y=0,0023x - 0,0006 | 0,9986 0,00076 11 3

Para os analitos em estudo, os limites de detecdo obtidos situam-se entre 1,1 e 3,2 ng/mL, exceto para o
fenobarbital, para o qual se obteve um limite de detecdo de 47 ng/mL. A diferenca do fenobarbital em
relacdo as restantes substancias pode dever-se a este ser o Unico analito a sofrer ioniza¢do negativa no
espectrometro de massa, existindo assim menor resposta ao detetor nas condi¢des estabelecidas para
esta metodologia. De qualquer forma, os limites de detecdo obtidos de um modo geral s&o muito bons,
dadas as concentragdes que tém vindo a ser estudadas.

Tendo em conta as concentragdes terapéuticas dos farmacos em estudo, é possivel concluir que estas
substancias podem ser detetadas mesmo que a sua concentragdo no sangue esteja muito abaixo da dose
terapéutica recomendada, ou seja, numa concentragdo subterapéutica, uma vez que os limites de detecéo
obtidos sdo bastante baixos, incluindo o do fenobarbital. Embora este analito tenha um limite de detecédo
um pouco elevado (47 ng/mL), este estd muito abaixo da concentragdo terapéutica recomendada no
tratamento com este farmaco (6000-30000 ng/mL), ndo sendo um obstaculo relevante, sobretudo pelo
objetivo desta nova metodologia ser que a mesma seja simplificada e abrangente para um grande
conjunto de substancias, pelo que seria expectavel que, para algum dos analitos, os resultados obtidos
ndo fossem 6timos.

Apos estabelecido o limite de detegdo de cada analito, foi realizado o teste do limite, a fim de se verificar
a sua veracidade, avaliando o cumprimento dos critérios do TRR, das areas relativas dos ides e da razdo
S/R.

A concentragdo da amostra controlo utilizada no teste do limite de detegdo de cada um dos analitos €
aquela que mais se aproxima a obtida no calculo do limite de detegdo, mas com valor superior a este.
Assim, a concentracdo de cada analito utilizada para a fortificagcdo das amostras controlo € aquela que
se considera como limite de dete¢do para cada um dos mesmos (“limite de detecéo final” da tabela 3.8).
Na tabela 3.9 estdo sumariados, para cada analito, os resultados obtidos para o teste do limite de detecéo
(tempos de retencdo e areas correspondentes as transi¢des idnicas monitorizadas), bem como a
comparagdo dos resultados obtidos em cada pool com os resultados obtidos para o respetivo controlo
(tempo de retencdo relativo, diferenca do tempo de retencéo relativo, area relativa dos ides e intervalo
de toleréncia admitido), o que permitiu averiguar se cumprem os critérios de positividade.
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Tabela 3.9. Resultados obtidos para o controlo (C) e pools em estudo no teste do limite de dete¢do de cada analito: TR do
analito (s) e do padrdo interno (PI) em segundos, TRR, ATRR, area dos dois ies monitorizados para cada analito, abundancias
relativas e intervalo de tolerancia das abundancias relativas.

TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) (s) TRR ATRR Az Ausa (%) (%)
g C3ng/mL | 1,19 | 4,44 0,268 7875 6086 77 67-87
§ Pool 3 1,19 | 4,45 0,267 -0,002 5045 3863 77
é Pool 4 1,19 | 4,45 0,267 -0,002 4856 3660 75
i|>’ Pool 6 1,19 | 4,45 0,267 -0,002 5492 4164 76
Pool 7 1,19 | 4,44 0,268 0 4436 3352 76
Pool 8 1,19 | 4,45 0,268 0 5252 4150 79
TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Aazss Ass (%) (%)
© | C3ng/mL | 136 | 4,44 0,306 8550 8226 96 86-106
'g Pool 3 1,37 | 4,45 0,308 0,005 5452 4954 91
% Pool 4 1,37 | 4,45 0,308 0,005 5724 5794 101
[e) Pool 6 1,35 | 4,45 0,303 -0,009 7246 6400 88
Pool 7 1,36 | 4,44 0,306 0 3752 3413 91
Pool 8 1,36 | 4,44 0,306 0 4873 4792 98
TRs | TRep A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Aazs Aarg (%) (%)
s | Cdng/mL | 1,99 | 4,44 0,306 8612 5651 66 56-76
E Pool 3 1,99 | 4,45 0,308 0,005 7292 5037 69
g Pool 4 1,99 | 4,44 0,308 0,005 6780 4836 71
o Pool 6 1,99 | 4,45 0,303 -0,009 6493 4665 72
Pool 7 1,99 | 4,44 0,306 0 6601 4809 73
Pool 8 1,99 | 4,44 0,306 0 7443 5041 68
TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ) (s) TRR ATRR Assg Azsa (%) (%)
= | C3ng/mL | 221 | 444 0,498 34320 | 32904 96 86-106
g Pool 3 2,21 | 4,45 0,497 -0,002 | 27844 | 27786 100
% Pool 4 221 | 4,45 0,497 -0,002 | 29674 | 27910 94
= Pool 6 2,2 4,45 0,494 -0,007 | 32702 | 29212 89
Pool 7 2,2 4,44 0,496 -0,004 | 28354 | 25034 88
Pool 8 2,2 4,44 0,496 -0,004 | 26391 | 25525 97
TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) (s) TRR ATRR Aigs Aoy (%) (%)
s C 3 ng/mL 2,27 4,44 0,511 31274 3642 12 7,0-17
S [ Pool3 | 2,27 | 445 | 0510 | -0,002 | 21898 | 2632 12
g Pool 4 2,27 | 4,45 0,510 -0,002 | 22440 2854 13
S Pool 6 2,27 | 4,45 0,510 -0,002 | 25597 2889 11
Pool 7 2,27 | 4,44 0,511 0 19927 2478 12
Pool 8 2,26 | 4,44 0,509 0,004 19813 2483 12
TRs | TR A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Aure Auss (%) (%)
© C2ng/mL | 2,74 | 4,45 0,616 17330 8310 48 38-58
8 Pool 3 2,73 | 4,45 0,614 -0,004 | 12890 5971 46
§ Pool 4 2,73 | 4,45 0,614 -0,004 | 14873 6838 46
= Pool 6 2,73 | 4,45 0,614 -0,004 | 14689 7211 49
Pool 7 2,73 | 4,45 0,614 -0,004 | 12630 7040 56
Pool 8 2,73 | 4,44 0,615 -0,001 | 11925 5735 48
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Tabela 3.9. (continuag&o)

TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) (s) TRR ATRR As Auss (%) (%)
— C 80
8 2,73 | 2,71 1,007 68,829 | 33,783 49 39-59
5 ng/mL
_§ Pool 3 2,73 | 2,71 1,007 0 45,205 | 25,096 56
g Pool 4 2,73 2,71 1,007 0 64,387 | 27,597 43
L Pool 6 2,73 | 2,70 1,011 0,004 | 67,229 | 34,08 51
Pool 7 2,73 2,70 1,011 0,004 46,319 | 27,169 59
Pool 8 2,74 2,70 1,015 0,007 65,724 32,99 50
TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR A4 Aags (%) (%)
% C2ng/mL | 2,96 | 2,91 1,017 335,70 | 155,52 46 37-56
% Pool 3 2,94 2,9 1,014 -0,003 | 411,91 | 192,89 47
g_ Pool 4 2,95 2,9 1,017 0,000 301,49 | 134,06 44
|3 Pool 6 2,95 2,9 1,017 0,000 264,70 | 120,92 46
Pool 7 2,95 2,9 1,017 0,000 | 310,50 | 169,71 55
Pool 8 2,94 2,9 1,014 -0,003 | 229,13 | 86,40 38
TRs | TRep A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Asg Az0 (%) (%)
] C 3 ng/mL 3 4,44 0,676 33455 9750 29 23-35
% Pool 3 3 445 | 0674 | -0002 | 20624 | 6690 32
‘—E Pool 4 3 4,45 0,674 -0,002 | 22844 6889 30
S Pool 6 3 4,45 0,674 -0,002 | 25870 8040 31
Pool 7 3 4,44 0,676 0 24234 7402 30
Pool 8 3 4,44 0,676 0 18819 6220 33
TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ) (s) TRR ATRR Aiog Azs2 (%) (%)
% C2ng/mL | 3,25 | 445 0,730 14552 4758 33 26-39
s Pool 3 3,24 | 4,45 0,728 -0,003 8498 2887 34
% Pool 4 324 | 4,45 0,728 -0,003 | 10455 3436 33
'5 Pool 6 3,23 4,45 0,726 -0,006 10381 3340 32
Pool 7 3,24 4,45 0,728 -0,003 12404 4062 33
Pool 8 3,24 4,44 0,730 -0,001 8049 2697 34
TRs | TR A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Azos A2z (%) (%)
© | C3ng/mL | 327 | 4,44 0,736 2639 610 23 18-28
5 Pool 3 3,28 4,45 0,737 0,001 1545 354 23
é Pool 4 3,27 4,45 0,735 -0,002 1805 409 23
S Pool 6 3,27 4,45 0,735 -0,002 2022 445 22
Pool 7 3,27 4,44 0,736 0 2233 428 19
Pool 8 327 | 4,44 0,736 0 1502 360 24
TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) (s) TRR ATRR Azro Az (%) (%)
o C 2 ng/mL 3,3 4,45 0,742 9557 982 10 5.3-15
'% Pool 3 3,29 4,45 0,739 -0,003 5378 541 10
N Pool 4 3,29 | 4,45 0,739 -0,003 6776 658 9,7
@ Pool 6 3,29 | 4,45 0,739 -0,003 5754 546 9,5
Pool 7 3,29 4,45 0,739 -0,003 7442 775 10
Pool 8 3,29 4,44 0,741 -0,001 4935 459 9,3

53



Tabela 3.9. (continuag&o)

TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) (s) TRR ATRR Asss Aarg (%) (%)
© C 2 ng/mL 3,42 4,45 0,768 14547 2963 20 15-25
'% Pool 3 3,41 4,45 0,766 -0,003 8401 2026 24
g Pool 4 3,41 4,45 0,766 -0,003 10124 2176 22
o Pool 6 3,41 4,45 0,766 -0,003 9458 2000 21
Pool 7 3,41 4,45 0,766 -0,003 13268 2815 21
Pool 8 3,41 4,44 0,768 -0,001 8187 1638 20
TRs | TRp A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Aues Asss (%) (%)
g C2ng/mL | 3,54 4,45 0,796 20498 2032 9,9 4.9-15
s Pool 3 3,53 4,45 0,793 -0,003 12760 1301 10
3 Pool 4 3,53 4,45 0,793 -0,003 14503 1518 10
% Pool 6 3,53 4,45 0,793 -0,003 13984 1417 10
Pool 7 3,53 4,45 0,793 -0,003 15965 1591 10
Pool 8 3,53 4,44 0,795 -0,001 10664 1167 11
TRs | TRep A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Aug2 A2z (%) (%)
- C 4 ng/mL 3,52 2,89 1,218 324 97 30 24-36
% Pool 3 3,51 2,89 1,214 -0,003 202 56 28
§ Pool 4 3,52 2,89 1,218 0 271 67 25
L Pool 6 3,52 2,89 1,218 0 205 73 36
Pool 7 3,52 2,89 1,218 0 367 123 33
Pool 8 3,52 2,89 1,218 0 180 46 26
TRs | TRp A relativa Tolerancia
g Amostra ) (s) TRR ATRR Aigs Az (%) (%)
‘2 | C3ng/mL 3,75 2,9 1,293 19961 734 3,7 0-8.7
§ Pool 3 3,74 2,89 1,294 0,001 13968 445 3,2
% Pool 4 3,75 2,9 1,293 0 16520 522 3,2
'?U Pool 6 3,75 2,89 1,298 0,003 14676 447 3,0
O Pool 7 3,75 2,89 1,298 0,003 29180 720 2,5
Pool 8 3,74 2,89 1,294 0,001 11603 408 3,5
TRs | TR A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR A1oo Azzr (%) (%)
_E C 2 ng/mL 3,78 4,45 0,849 14846 1501 10 5.1-15
g Pool 3 3,77 4,45 0,847 -0,003 7623 784 10
g Pool 4 3,77 4,45 0,847 -0,003 9073 948 10
8 Pool 6 3,77 4,45 0,847 -0,003 7572 812 11
Pool 7 3,77 4,45 0,847 -0,003 11235 936 8,3
Pool 8 3,77 4,44 0,849 0,000 6725 676 10
TRs | TR A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Aug Aiz (%) (%)
© C 2 ng/mL 3,81 4,45 0,856 2010 418 21 16-26
= Pool 3 3,81 4,45 0,856 0 971 187 19
S Pool4 | 381 | 445 | 0,856 0 1408 | 248 18
g Pool 6 38 | 445 | 0854 | -0,003 | 932 172 18
Pool 7 3,81 4,45 0,856 0 1130 209 18
Pool 8 3,8 4,44 0,856 0,000 812 170 21
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Tabela 3.9. (continuag&o)

TRs TRepi A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Azes Auos (%) (%)
o C2ng/mL | 4,03 4,45 0,906 13097 10960 84 74-94
S Pool 3 4,03 4,45 0,906 0 6027 5090 84
% Pool 4 4,03 4,45 0,906 0 7101 6561 92
= Pool 6 4,03 4,45 0,906 0 6633 5901 89
Pool 7 4,02 4,45 0,903 -0,002 15275 12512 82
Pool 8 4,02 4,44 0,905 0,000 5239 4250 81
TRs TRepi A relativa Tolerancia
Amost TRR ATRR A A
_E mostra ) ) 100 58 (%) (%)
N C3ng/mL | 4,05 4,44 0,912 12631 7354 58 48-68
g Pool 3 4,05 4,45 0,910 -0,002 5123 3264 64
oy Pool 4 4,06 4,45 0,912 0,000 7619 4874 64
g Pool 6 4,05 4,45 0,910 -0,002 5602 3510 63
9 Pool 7 4,05 4,44 0,912 0 9596 4941 52
Pool 8 4,05 4,44 0,912 0 4682 2880 62
TRs TRepi A relativa Tolerancia
Amostra ) ©) TRR ATRR Aas3 Aia1 (%) (%)
E C3ng/mL | 4,07 4,44 0,917 3251 1678 52 42-62
= Pool 3 4,07 4,45 0,915 -0,002 1880 960 51
= Pool 4 4,07 | 445 | 0915 | -0,002 | 2209 1242 56
g Pool 6 4,06 4,45 0,912 -0,005 1945 999 51
Pool 7 4,06 4,44 0,914 -0,002 2952 1319 45
Pool 8 4,06 4,44 0,914 -0,002 1632 946 58
TRs TRei A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Azss Ain (%) (%)
&2 | C3ngimL | 414 | 444 | 0932 3514 | 2174 62 52-72
%_ Pool 3 4,14 4,45 0,930 -0,002 1422 785 55
E Pool 4 4,14 4,45 0,930 -0,002 1866 1102 59
3 Pool 6 4,14 4,45 0,930 -0,002 1842 1240 67
Pool 7 4,13 4,44 0,930 -0,002 3019 1574 52
Pool 8 4,14 4,44 0,932 0 1434 990 69
TRs TRei A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR A Ausg (%) (%)
© C3ng/mL | 4,18 4,44 0,941 7964 504 6,3 1.3-11
= Pool 3 4,18 4,45 0,939 -0,002 3600 225 6,3
§ Pool 4 4,18 4,45 0,939 -0,002 4725 283 6,0
i Pool 6 4,18 4,45 0,939 -0,002 4145 214 52
Pool 7 4,18 4,44 0,941 0 6568 395 6,0
Pool 8 4,17 4,44 0,939 -0,002 3374 224 6,6
TRs TRpi A relativa Tolerancia
Amostra ©) ©) TRR ATRR Aars Ausg (%) (%)
o C3ng/mL | 4,37 4,44 0,984 1893 2900 65 55-75
= Pool 3 4,36 4,45 0,980 -0,004 262 472 56
£ Pool 4 4,37 4,45 0,982 -0,002 734 1300 56
& Pool 6 4,36 4,45 0,980 -0,004 264 420 63
Pool 7 4,36 4,44 0,982 -0,002 344 611 56
Pool 8 4,36 4,44 0,982 -0,002 343 573 60
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Tabela 3.9. (continuag&o)

TRs | TRe A relativa Tolerancia

3 Amostra ©) ©) TRR ATRR Ass Asg (%) (%)
S | C3ng/mL | 445 | 4,44 1,002 14426 3996 28 22-33
g Pool 3 4,45 | 445 1 -0,002 5766 1691 29
g Pool 4 4,45 | 445 1 -0,002 8338 2394 29
o Pool 6 4,44 | 445 0,998 -0,004 6206 1764 28
© Pool 7 4,44 | 4,44 1 -0,002 6281 1825 29

Pool 8 4,44 | 4,44 1 -0,002 5805 1904 33

Como é possivel verificar pelos resultados obtidos, todas as amostras (pool 3, 4, 6, 7 e 8) obedecem aos
critérios de positividade para todos os analitos, quando comparadas com os respetivos controlos
positivos. Assim, estdo validados todos os limites de detecdo estabelecidos, uma vez que foi possivel
detetar todas as substancias de interesse, com concentragdes aproximadas as obtidas para o limite de
detecdo, em cinco amostras de sangue muito complexas, estando cumpridos o critério do tempo de
retencdo relativo, o critério das areas relativas dos iGes e o critério da razdo sinal/ruido. Os resultados
da relacdo S/R obtidos estdo apresentados no Anexo E.

3.2.6. Robustez

Apos introducdo de diversas alteragdes, propositadas ou ndo, ao longo de todo o procedimento de
validagdo deste novo método (por exemplo, utilizagdo de diferentes lotes de solventes, modificacoes
que foram sendo efetuadas ao método, etc.), este demonstrou-se robusto, uma vez que ndo foram
verificadas alteragBes significativas no mesmo e foram sempre obtidos bons resultados, estaveis e
reprodutiveis ao longo de todo o procedimento de validagdo do método.

A robustez do método também foi comprovada pelo subcapitulo 3.3 que se segue, a “analise de amostras
reais”, uma vez que esta foi executada ndo s6 em amostras de sangue periférico postmortem (finalidade
para a qual o método foi desenvolvido), como também em amostras de soro, demonstrando resultados
bastante satisfatorios.

3.3. Analise de amostras reais

Por fim, de modo a demonstrar a validade e aplicabilidade do método desenvolvido em anélises de
rotina, 0 mesmo foi aplicado a 47 amostras reais, isto €, amostras recolhidas em autépsias médico-legais
realizadas na Delegacdo do Sul do INMLCF, I.P. ou nos Gabinetes Médico-Legais dependentes da
mesma. O método foi aplicado também a 11 amostras de soro utilizadas para a realizagdo dos testes
interlaboratoriais, tendo sido seguidas as diretrizes descritas no capitulo 2.8. da aplicagdo do método a
amostras reais.

Todas as amostras analisadas por este novo metodo tinham sido previamente analisadas pelo método de
GC-MS para a confirmacdo qualitativa de medicamentos, para as quais foi obtido resultado positivo
para os analitos em estudo. Como demonstrado na tabela 3.10, foi possivel, através do novo método de
UPLC-MS/MS, detetar todas as substancias medicamentosas previamente detetadas pelo método de
GC-MS em todas as amostras.

56



Tabela 3.10. Resultados obtidos (substancia detetada) para as amostras reais e amostras de soro dos testes interlaboratoriais
com o método desenvolvido de UPLC-MS/MS e respetiva comparacdo com o método de GC-MS.

Amostra UPLC-MS/MS GC-MS
2020/000582/LX-T-PF Mianserina Mianserina
Sertralina Sertralina
2020/001194/L X-T-PF Mianserina Mianserina
Ciamemazina Ciamemazina
2020/002278/LX-T-PF Mianserina Mianserina
2020/003359/LX-T-PF Fenitoina Fenitoina
Amitriptilina Amitriptilina
2020/003502/LX-T-PF Metadona Metadona
Nortriptilina Nortriptilina
Fluoxetina Fluoxetina
2020/003534/LX-T-OT Olanzapina Olanzapina
Topiramato Topiramato
2020/003555/LX-T-PF Metadona Metadona
2020/003601/LX-T-PF Clozapina Clozapina
2020/003761/LX-T-PF Mianserina Mianserina
2020/003772/LX-T-PF Topiramato Topiramato
2020/003859/LX-T-PF Fluoxetina Fluoxetina
2020/003893/LX-T-PF Levetiracetam Levetiracetam
2020/003977/LX-T-PF Metadona Metadona
2021/000026/LX-T-PF Citalopram Cltalopram
Quetiapina Quetiapina
2021/000075/LX-T-OT Olanzapina Olanzapina
Sertralina Sertralina
2021/000079/LX-T-PF Levetiracetam Levetiracetam
2021/000081/LX-T-PF Mirtazapina Mirtazapina
2021/000090/LX-T-PF Fenobarbital Fenobarbital
Levomepromazina Levomepromazina
2021/000116/LX-T-PF Olanzapina Olanzapina
Sertralina Sertralina
Cetamina Cetamina
2021/000119/LX-T-PF
Tramadol Tramadol
Clozapina Clozapina
2021/000120/LX-T-PF Haloperidol Haloperidol
Topiramato Topiramato
2021/000136/LX-T-PF Venlafaxina Venlafaxina
2021/000148/LX-T-PF Fenobarbital Fenobarbital
2021/000164/LX-T-PF Tramadol Tramadol
2021/000188/LX-T-PF Clomipramina Clomipramina
2021/000190/LX-T-PF Ciamemazina Ciamemazina
2021/000191/LX-T-PF Venlafaxina Venlafaxina
£021/000209/LX-T-PF Mirtazapina Mirtazapina
Paroxetina Paroxetina
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Tabela 3.10. (continuagdo)

Quetiapina Quetiapina
2021/000212/LX-T-PF Sertralina Sertralina
Trazodona Trazodona
9021/000215/L X-T-PF Ciamemaz_ina Ciamemaz_ina
Venlafaxina Venlafaxina
2021/000228/LX-T-PF Quetiapina Quetiapina
Trazodona Trazodona
Ciamemazina Ciamemazina
2021/000233/LX-T-PF Haloperidol Haloperidol
Sertralina Sertralina
2021/000234/LX-T-PF Citalopram Citalopram
2021/000248/LX-T-PF Quetiapina Quetiapina
9021/000256/LX-T-PF Amitr_ipt'i I_ina Amitr_ipt_i I'ina
Nortriptilina Nortriptilina
2021/000281/LX-T-PF Levomepromazina Levomepromazina
2021/000317/LX-T-PF Mirtazapina Mirtazapina
2021/000339/LX-T-PF Paroxetina Paroxetina
2021/000365/LX-T-PF Tramadol Tramadol
2021/000395/LX-T-PF Trazodona Trazodona
Ciamemazina Ciamemazina
2021/000425/LX-T-PF Mirtazapina Mirtazapina
Quetiapina Quetiapina
2021/000433/LX-T-PF Citalopram Citalopram
2021/000479/LX-T-PF Tramadol Tramadol

2021/000480/LX-T-PF

Carbamazepina

Carbamazepina

2021/001135/LX-T-PF

Carbamazepina

Carbamazepina

2021/001637/LX-T-PF

Carbamazepina

Carbamazepina

2021/001844/LX-T-PF

Carbamazepina

Carbamazepina

Amitriptilina Amitriptilina
TCA_001192 Nortriptilina Nortriptilina
Amitriptilina Amitriptilina
TCA Q04183 Nortriptilina Nortriptilina
TCA_001194 Clomipramina Clomipramina
TCA 001195 Clomipramina Clomipramina
Olanzapina Olanzapina
TDMA _000359 Clozapina Clozapina
Quetiapina Quetiapina
Olanzapina Olanzapina
TDMA 000360 Clozapina Clozapina
Quetiapina Quetiapina

TDMA_000361

Levomepromazina

Levomepromazina

TDMA_000362

Levomepromazina

Levomepromazina

TAB

Fenobarbital

Fenobarbital

58



Tabela 3.10. (continuagdo)

Sertralina Sertralina

Mianserina Mianserina
Mirtazapina Mirtazapina
TDMD _751 Venlafaxina Venlafaxina
Citalopram Citalopram

Paroxetina Paroxetina

Fluoxetina Fluoxetina

Sertralina Sertralina

Mianserina Mianserina
Mirtazapina Mirtazapina
TDMD_752 Venlafaxina Venlafaxina
Citalopram Citalopram

Paroxetina Paroxetina

Fluoxetina Fluoxetina

Os resultados obtidos séo bastante satisfatérios, uma vez que foi possivel detetar todos os analitos que
se sabia previamente que estariam presentes em cada uma das amostras, tanto no caso das 47 amostras
recolhidas em autopsias médico-legais, como nas 11 amostras de soro utilizadas para a realizagcdo dos
testes interlaboratoriais. Mais, 0s resultados obtidos apresentam-se em conformidade no que respeita
aos critérios de aceitagdo (positividade) — o tempo de retencéo relativo e a abundancia relativa.
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Capitulo 4 — Conclusdes

O objetivo deste trabalho laboratorial foi desenvolver e validar uma metodologia analitica simples,
rapida, mas a0 mesmo tempo abrangente que fosse aplicavel a um grande grupo de substancias. Neste
caso, foi selecionado um conjunto de medicamentos representativos num total de 25 substancias
pertencentes ao grupo dos antidepressivos, antipsicoticos, anticonvulsivantes e analgésicos. Foi
escolhido um pré-tratamento de amostras mais simples e, por consequéncia, mais rapido, bem como
uma andlise instrumental mais sensivel, seletiva, e simultaneamente rapida, dada a variedade de
compostos a ser estudada.

Os resultados obtidos permitem concluir que o método desenvolvido comparativamente & maioria dos
métodos existentes, inclusivamente o atualmente utilizado pelo SQTF INMLCEF, I.P. para a confirmacéo
de medicamentos, por GC-MS, requer apenas uma peguena quantidade de amostra (100 pL) e a técnica
de precipitacdo de proteinas € um método de pré-tratamento de amostras adequado ao trabalho que se
pretendia desenvolver, uma vez que apenas com a adi¢do de um solvente orgénico (acetonitrilo), em
poucos segundos, precipitam as proteinas da matriz bioldgica, isolando o analito. Seguem-se etapas
simples e rapidas de agitagdo em ultrassons e centrifugacdo, seguidos de secagem e reconstituicdo da
amostra, ao contrario da SPE utilizada no pré-tratamento de amostras para a analise por GC-MS, que
requer mais etapas e mais demoradas. Adicionalmente, a tecnologia UPLC-MS/MS utilizada permitiu
obter resultados sensiveis e seletivos para cada substancia de interesse e com boa resolugdo dos picos
cromatograficos.

No ensaio da eficiéncia da extracdo, as percentagens obtidas foram bastante satisfatorias, encontrando-
se sempre acima dos 77% de analito recuperado, para qualquer analito. Assim, é possivel concluir que
se pode desenvolver uma metodologia simples e com boa percentagem de analito recuperado e, mesmo
gue existam interferéncias por se tratar de um método simplificado, estas podem ser ultrapassadas pelo
tipo de tecnologia muito seletiva utilizada: a UPLC-MS/MS.

Né&o se obtiveram sinais cromatograficos de arrastamento, exceto para a olanzapina que apresentou
sinais cromatograficos em duas amostras brancas, injetadas e analisadas no equipamento entre trés
amostras com uma concentracdo de 1000 ng/mL desse mesmo analito. No entanto, estes sinais
cromatograficos ndo cumprem os critérios de positividade para a olanzapina, ndo podendo ser
considerados como arrastamento, mas sim como possiveis interferéncias.

Conclui-se também que 0 método desenvolvido ndo apresenta efeitos matriz significativos para a grande
maioria dos analitos em estudo, exceto para a cetamina, metadona, sertralina e tramadol, tendo sido
observada supressao ionica para a sertralina e intensificacao i6nica para os restantes farmacos, contudo,
esta situacdo pode ser corrigida através da utilizacdo dos respetivos deuterados como padrdes internos.
Uma vez que os fendmenos observados sdo estaveis (verificado pelo coeficiente de variacdo) e ndo
afetaram os resultados obtidos nos restantes parametros de validacdo do método, nomeadamente, no
limite de detecdo, sendo este 0 mais suscetivel quando sdo observados fenémenos de efeito de matriz,
pode considerar-se que o efeito de matriz existente € de um modo geral pouco significativo.

E possivel concluir que se consegue detetar estes farmacos antidepressivos, antipsicoticos,
anticonvulsivantes e analgésicos, em concentracdes subterapéuticas, por apresentarem um baixo limite
de detecéo.
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Por tudo o que foi referido anteriormente, pode-se concluir que foi desenvolvido e validado um método
seletivo, eficiente, simples e rapido para detetar e identificar os medicamentos estudados, bem como
estimar as suas concentracfes, que futuramente poderd ser ampliado para a andlise de outros
medicamentos e grupos de substancias, nomeadamente, drogas de abuso, como opiaceos, anfetaminas e
cocaina, baseado num procedimento de preparacao de amostras simples, utilizando um volume reduzido
de amostra associado a uma técnica analitica sensivel e seletiva como é o UPLC-MS/MS.
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Capitulo 6 — Anexos

Anexo A — Andlise do padrdo de fragmentacdo dos farmacos antidepressivos, anticonvulsivantes,

antipsicéticos, e analgésicos em estudo.

[M-45+H]*
m/z 233

mitriptilina Cone 40V Coll 18eV
AMITRIPTILINA COLL 18EV 10 (0.172) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)

Daughters of 278ES+

24 2.54e6

100
/f:{“/ N I’///\\
p _ //—\
L/ A P N
A LA A
| AN
23321
~
91.02
.
105.03 ‘
[M-87+H]* .
+
miz 191 [M+H]
yanN m/z 278
Bl & =
wron ‘/\EX //F/\ﬂ
LA A
84.07
155.20
205.18
58.11 179.04 218.07
178.22
5( 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Figura Al. Espetro de massa da amitriptilina (EC 18 eV).
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Figura A2. Espetro de massa do citalopram (EC 18 eV).
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m/z 222 [M+H]+
m/z 265
70.12
263.23
90.89 12005 146.13 22226 250.28
5( 60 70 80 920 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Figura A5. Espetro de massa da mianserina (EC 20 eV).
MIRTAZAPINA COLLZGEV 3 (0.034) Sm (6, 2:050) Cm (111 Daughers of 2655+
100+ 195.08 1.01e7
[M-57+H]*
[M-71+H]*
m/z 195
B N
- N
N\/k\\\
A
[M+H]*
wn Mz 266
4 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Figura A6. Espetro de massa da mirtazapina (EC 20 eV).
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Nortriptilina Cone 35V
NORTRIPTILINA COLL:

6 (0.103) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)
9097

[M-31+H]*

Daughters of 264ES+

100 2.98e6
m/z 233
105.07 / ) \
‘ N
\ J
b ” 23320
\ J =
.
H_ ‘>\,
| 26424
\\
117.05
[M-73+H]* M+HT*
Y +H]
- m/z 191 [
— m/z 264
70.12
43.92 179.15 218.16
“‘““‘“‘“‘“‘“‘A““““““““‘HJ““““““‘m/z
Al 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Figura A7. Espetro de massa da nortriptilina (EC 16 eV).
PAROXET\NA COLLZZEV 9(0 155) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11) Daughters of 330ES+
100 440 2.04e6
H
N
e
192.18 N' l‘
[M-138+H]* ] >~
W m/z 192 L
N H l [M +H]+
o . m/z 330
N’ PN o N _0 g 3 |
[ h Y7 N | 33024
. '] | NN
J X ' L ~o
F =
[M-207+H]* '
m/z 123
15115
193.20
56,06 j] 5308 u]{ 13519 ]SJM 176.15 JJ
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4 50 60 70 30 90 100 110 0 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Figura A8. Espetro de massa da paroxetina (EC 22 eV).
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Daughters of 306ES+
1.58e6

SE‘:?;;AL\I‘\I/;CUC‘)LIA‘Z‘EJ\; m (0.172) Sm (SG, 2x0.50); Cm (2:11)
100 27517
~ _H N
oY [M-31+H]*
P R m/z 275 N /\‘
<]
(L
3212 /[ H ”
c1- N~ < Nyt
< Cl
[M-147+H]* [M+H]*
m/z 159 m/z 306
129.15 159.08
2 j 30 40 5‘0 6‘0 70 80 ) 9‘0 ' 160 liO ' léD 12‘30 " 12\0 ! léﬂ léﬂ j 1"!0 j 1ng 1§U AZéU j ZiU " ZiU ) zéu 21‘10 ) 2%0 j ZéO 2‘70 ZéO j ZéD j 360 3i0 j 3é0 j 3:‘*}0 34‘10 S%Um/z
Figura A9. Espetro de massa da sertralina (EC 12 eV).
Trazodona Cone 50V Coll 24 e
TRAZODONA COLL24EV 3 (0.052) Sm (SG, 2x0.50); Cm (2:11) Daughters of 372ES+
100+ 176.07 6.17e6
[M-196+H]*
m/z 176
Y e
l N
/”’VN_
X
[M-224+H]*
m/z 148 N A A
0 ’ y—=Cl N
// / \ / =y
= G = / — N—
N ’
\ v N :'l \ /
—e [M+H]*
— m/z 372
148.08
372.18

A
m/;
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Figura A10. Espetro de massa da trazodona (EC 24 eV).

73



Venlafaxina Cor
VENLAFAXINA

oll 12 ev
2EV 2 (0.034) Sm (SG, 2x0.50); Cm (2:11)

Daughters of 278ES+
1 4.41¢

1004 €6
su [M-220+H]* L %
m/z 58
0/ HO
[M-18+H]*
m/z 260
[M+H]*
m/z 278
<
2 ) 3‘0 ) A‘U ) Eb j éO ) 7‘0 ) S‘U ! 5‘0 " léU j liU ! léU ! 1:‘10 ) 14‘0 ! 1‘50 ! léﬂ " 1%0 ) 1éU ) 1§U ) 260 ) ZiU ' Zéﬂ ) 2:‘10 ) 24‘0 ) 25‘0 ) Zéﬂ ) 2%0 " Zéu ) Zéu ) 360”‘/2
Figura A11. Espetro de massa da venlafaxina (EC 12 eV).
CIAMEMAZINA COLL 208V 4 (0.069) Sm (56, 2:050) Cm (111 Daughters of 3245+
100+ 100.03 9.60e6
[M-224+H]*
m/z 100
N
N
>
58.10
bl -
-7 N
e N G
,——""‘ N
A COXY
S
. [M+H]*
m/z 324
[M-87+H]*
m/z 237
e A e o A A ¥ Y YOS Y it s M i i i WAt A A A R

Figura A12. Espetro de massa da ciamemazina (EC 20 eV).
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Daughters of 327ES+
4.02e6

C‘L:OZ)A;;IV\EA‘COLL ;02\73( (0 052) Sm (SG, 2x0.50); Cm (2:11)
1004 270.21
-
4\" Y
cl
!
[M-57+H]*
m/z 270
m/z 327
= N,
s e
\\ 327.24
8415
H
[M-31+H]*
m/z 296
296.31
— S, A, e e et b miz
2 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Figura A13. Espetro de massa da clozapina (EC 20 eV).
{aloperidol Cone 45V Coll 20 eV
HALOPERIDOL COLL 20EV 3 (0.052) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11) Daughters of 376ES+
100+ 165.09 6.84e6
cl
/
,(IK
VAR
Ho /)2/"
. L)
-
s :
[M-211+H]* e o2 [M+H]*
m/z 165 il m/z 376
Z N
|
\]/
[M-18+H]*
m/z 358
2 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400"‘/1

Figura A14. Espetro de massa do haloperidol (EC 20 eV).
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evomepromazina Cone 3

Le e 35V Coll 18 eV
LEVOMEPROMAZINA COLL 18EV 7 (0.120) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)
10002

Daughters of 329ES+
9.00e6

1001
[M-229+H]*
m/z 100
N
A |
S
[M-271+H]*
m/z 58
<
329.21
58.10
27212
84.08
| . iz
2 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Figura A15. Espetro de massa da levomepromazina (EC 18 eV).
\71’1 (0.189) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11) Daughters of 313ES+
84.09 3.09e6
[M-229+H]*
m/z 84 ataas
256.22
\
N—
.
\_/
=N
i
N
— =
7/ \ / ]
X X
e //l/
|
H "
|
[M-57+H]" ['\7+3T;
m/z
m/z 256
28213
41.97 213.24 230.24
e e T P A A A A A A A T

Figura A16. Espetro de massa da olanzapina (EC 20 eV).
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e6

Daughters of 384ES:
4.48

Quetiapina Cone 45V Coll 22 eV
QUETIAPINA COLL 22EV 7 (0.120) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)
100 253.18
OH
/
S
)
/
0
N
7
OH OH
// //
) ,/\
0‘ o
0\ N b
L Y /
L RN ¢ (
< o ( <
" oo NH—
i [M-131+H] 7\
m/z 253
\
|\
[M-105+H]* [M+H]*
m/z 279 m/z 384
279.21
158.06 384.22
221.18
1 A A e
2 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Figura A17. Espetro de massa da quetiapina (EC 22 eV).
Carbamazepina Cone 45V Coll 14 eV
CARBAMAZEPINA COLL 14EV 11 (0.189) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11) Daughters of 237ES+
100+ 194.13 5.08e
[M-43+H]*
m/z 194
2716
|
[M-17+H]* [M+H]*
m/z 220 m/z 237
19216
L 27\08
20 30 %0 Y % 70 8 ' e0 T T T e e R PP M Ve P R el P

Figura A18. Espetro de massa da carbamazepina (EC 14 eV).
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oV Coll 12 ¢!

COLL 12EV 11 (0.189) Sm (SG, 2%0.50); Cm (1:11)

Daughters of 253ES+
1004 18221 5.97e4
H
o
—\ \ H
N\ = o
¢ / hEN NN
han i /N o=
[ N S W
13;‘ // =t \ 253.29
[M-71+H]* NS
m/z 182 A
[M-28+H]* % il
m/z 225 \ o
=
. G
22524 ;]
\ 1
[M+H]*
m/z 253
70.96
40,22 5683 84.99 Kath 189.41 | 196.87 207 21000
RN Y U N BT (U TSP 1 T OO ' Y B 1T T 0 T LSOO OO | A
2 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Figura A19. Espetro de massa da fenitoina (EC 12 eV).
FENOBARBITAL COLL 12EV 8 (0.138) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11) Daughters of 231ES-
100+ 23118 2.56e4
f_\
/ \>
o X _» .
I NN
g e [M-43-H T
/ 2 N N
o m/z 188 \> W \\T/ Su
\. /' ‘
[M-189-H]- N ¢
[N -
miz 42 \T/\w - [M-H]
N m/z 231
0 :‘7‘// S5
42,05 ’ 0
" 1 A
2
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Figura A20. Espetro de massa do fenobarbital (EC 12 eV).
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Levetiracetam Cone 20V Coll 8 eV
LEVETIRACETAM COLL 8EV 10 (0.172) Sm (SG, 2%0.50); Cm (2:11) Daughters of 171ES+
100+ 231e6

[M-17+H]*
m/z 154

sl
.
a5+t O
m/z 126
0.
\\
N
"
[M+H]*
m/z 171
; , , : . : : . : , , : . . . . : . . : e : . . . . . . { . . : ; : \ miz
2 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Figura A21. Espetro de massa do levetiracetam (EC 8 eV).
TOPIRAMATO COLL 6EV 5 (0.086) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11) Daughters of 340ES+
1004 264.22 5.16e5
[M-76+H]*
m/z 264
&
‘\0
. i
) <8 2406 E AR
o N\ N L
J N " ~
o o, o
&\ 0 N 32212
L A [M+H]*
| m/z 340
[M-156+H]*
m/z 184
184.91 22413
b miz
2 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Figura A22.1. Espetro de massa do topiramato (EC 6 eV).
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Topiramato Cone 35V
TOPIRAMATO COLL 1
1004

11 (0.189) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)

Daughters of 340ES:
4.88

H 264.09
1 \ N
o L, h
1w “ /
[M-76+H]*
m/z 264
.
0 0 \\ 2 N
B i | b "
o4 0,
T H \;‘ / A
[M-156+H]* 3 i
m/z 184 "
185.10
. H
224.00
28222 [M+H]+
167.03
m/z 340
1239912694 206.00 322,06
59.10 J\ 340.12
I ) alhad b d Al : . " ‘
2 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Ketamina Cone 30V Coll 18 e

Figura A22.2. Espetro de massa do topiramato (EC 10 eV).

one 30V Coll 18 eV
KETAMINA COLL 18 EV 2 (0.034) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)

1004

[M-113+H]*
m/z 125

[M-59+H]*

miz
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Daughters of 238ES+
171e6

1918 m/z 179
&
32.12
220.18
207.19
67.12 +
163.05 23827 [M+H]
m/z 238
J 16507
P SO VSO A SO GO ENUOUNURSOUSRUOROUSUY i PSRN S| 0P | U1} IS A U W1 S0 SRS A SO SRS | SO e M2
2 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 260 270 280 290 300

Figura A23. Espetro de massa da cetamina (EC 18 eV).
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etadona Cone 30!

Coll 18 ¢!

METADONA COLL 18 EV 5 (0.086) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)

1004

[M-205+H]*
m/z 105

57.04

90.99

A

219.14

[M-45+H]*
m/z 265
()

(]

Daughters of 310ES+
3.81e6

[M+H]*
m/z 310

Tramag
TRAM,

1004

30 4 50 60 70 8 90 100

ety
110 120 130

220 230 240

250 260 270

Figura A24. Espetro de massa da metadona (EC 18 eV).

30V Coll 6 &t
COLL 6 EV 10 (0.172) Sm (SG, 2x0.50); Cm (1:11)

[M-206+H]*
m/z 58

~y ",

[M+H]*
m/z 264

280

T miz

330 340 350

Daughters of 264ES+
9.45e6

o X0 5 6 7 % % 160 110

180 200 210 | 230 | 280 | 240

Figura A25. Espetro de massa do tramadol (EC 6 eV).
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Anexo B — Raz&o S/R para cada um dos analitos em cada uma das pools analisadas, na confirmacdo da
positividade no estudo da seletividade/especificidade.

Tabela B1. Tabela com relagdes S/R obtidas para cada analito em cada transigéo i6nica, em cada amostra.

Levetiracetam Olanzapina Cetamina
S/IR SIR SIR SIR S/R S/IR
(171> 126) | (171>154) | (313>256) | (313>84) | (238>125) | (238> 179)
C100 | 2456,794 1364,055 43771,8 38471,24 33355,11 7071,8
P1 1964,541 2064,601 75857,18 40268,79 30116,48 10987,29
P2 2103,749 1252,014 160253,6 65950 34280,08 17291,78
P3 4956,178 4747,958 2139214 38497,32 25263,35 7833,122
P4 5047,282 1962,92 132296,1 61695,11 20184,11 14446,16
P5 3598,164 3636,804 74612,3 38017,9 31896,25 10182,68
P6 2817,035 2644,374 30145,29 60618,12 23603,53 9159,297
P7 5954,539 4799,174 29793,76 52619,85 21806,51 11240,99
P8 2365,506 1589,964 22249,24 34766,51 26799,51 16877,25
P9 5538,626 1744,848 4,881 5,928 7496,419 4290,07
P10 2462,152 1548,102 70422,68 28638,61 19412,77 7884,199
Tramadol Mirtazapina Trazodona
S/IR S/IR S/IR SIR S/IR S/IR
(264 >58) | (264 >264) | (266 >195) | (266 >209) | (372>176) | (372> 148)
C100 23214,6 5578,99 13402,62 6169,697 97269,23 222576,5
P1 29915,29 3909,289 27702,17 5893,803 135681,1 54590,71
P2 14944,93 1740,723 131715 6141,351 50942,15 45503,72
P3 16399,32 5082,769 16305,22 6300,487 82018,19 112306,9
P4 32113,26 6269,523 16193,13 7793,224 40475,41 10488,2
P5 20795,55 3773,66 10959,04 6071,566 39850,29 87029
P6 29369,31 3988,977 11808,52 3917,112 83386,77 59415,96
P7 9956,629 2742,686 14855,25 3268,489 251350,8 72119,76
P8 12745,85 9123,611 9536,463 3120,1 140564,9 49611,34
P9 2261,372 626,016 2858,551 1590,447 8073,506 124714
P10 9934,431 5774,409 8102,673 3848,12 73586,05 153359,3
Fenobarbital* Topiramato Venlafaxina
SIR S/R SIR SIR S/R S/R
(231>42) | (231>188) | (340>264) | (340>184) | (278>58) | (278 > 260)
C100 152,919 365,098 894,166 1224,692 35008,95 16409,36
P1 82,049 70,219 1062,596 62,085 69647,77 12932,7
P2 34,794 24,449 566,523 438,213 29931,35 3712,771
P3 68,515 66,261 918,394 510,972 48801,18 12200
P4 87,866 24,03 1143,547 161,615 36643,29 19067,35
P5 30,123 31,255 790,05 1157,487 57726,96 8731,309
P6 274,392 225,206 5244,256 709,461 60261 10884,22
P7 217,801 31,438 976,173 668,453 34048,06 15729,49
P8 306,625 86,277 1470,359 327,011 58562,12 54513,32
P9 156,081 31,305 716,223 959,06 8864,557 8427,487
P10 42,148 36,369 1342,999 322,987 92573,79 13004,39

* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentragdo de 1000 ng/mL.
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Tabela B1. (continuag&o)

Citalopram Mianserina Clozapina
SIR SIR SIR SIR S/IR SIR
(325>109) | (325>262) | (265>208) | (265>222) | (327 >270) | (327 > 296)
C100 22535,4 21699,7 59709,29 16400,6 9416,625 14837,7
P1 12001,45 15994,44 6887,223 7060,246 24115,85 3993,131
P2 23310,25 114748,6 94156,53 10818,83 41168,27 12880,97
P3 12941,96 13870,99 35556 7665,372 31317,6 4168,285
P4 19990,82 8422,974 42981,39 5746,017 20437,7 3999,117
P5 12227,55 132289,2 11918,6 2840,202 18447,47 15226,05
P6 16235,15 18138,77 13387,74 5798,875 10294,47 6212,788
P7 14480,95 11027,1 8779,72 10534,97 9883,207 24803,81
P8 7603,494 13132,13 12144,08 11445,88 4675,475 5990,373
P9 17306,19 10329,11 3102,124 1279,552 3803,532 2134,039
P10 14208,62 18587,66 15104,67 2051,718 4884,97 7126,985
Quetiapina Haloperidol Fenitoina
SIR SIR SIR SIR S/IR SIR
(384 >253) | (384>279) | (376>165) | (376 >358) | (253 >182) | (253 > 225)
C100 48823 9096,946 8685,3 10120,81 332,801 474
P1 46495,65 19227,81 11638,67 3141,708 847,432 114,745
P2 75050,86 21907,14 5954,454 1038,266 693,014 54,957
P3 25785,08 5925,673 30419,74 3637,664 373,999 48,962
P4 30769,64 7212,104 6755,26 4105,227 700,302 64,117
P5 58651,37 9302,093 10412,27 4576,905 337,375 56,033
P6 23005,26 10302,5 10318,76 4530,518 514,892 93,073
P7 82145,49 18171,78 2979,277 2547,961 1107,914 35,985
P8 27017,46 4848,077 2491,82 3038,185 508,29 118,788
P9 17062,79 10890,52 3140,068 1474,946 537,34 10,336
P10 24539,93 10889,99 1289,74 1020,555 676,753 72,718
Carbamazepina Ciamemazina Paroxetina
SIR SIR S/IR SIR S/IR SIR
(237 >194) | (237>220) | (324>100) | (324>237) | (330>192) | (330>123)
C100 | 50349,51 11224,19 156710,3 18105,46 8096,534 2519,483
P1 19307,07 10758,11 39209,1 5179,934 2981,788 1101,241
P2 12040,61 1771,239 19808,57 13998,48 3829,646 690,108
P3 15641,47 2527,071 65902,25 35073,97 7501,935 679,07
P4 15638,05 2251,594 26858,84 20235,82 6041,277 439,539
P5 19673,44 2592,068 16745,95 3732,018 3514,878 366,477
P6 27712,71 4072,335 27757,31 48958,61 7865,05 414,454
P7 19866,71 4279,111 35433,87 3403,285 3123,206 684,795
P8 24642,08 6020,902 12184,02 27546,73 2773,055 1604,697
P9 7868,426 1383,541 13607,04 10986,96 1377,869 142,771
P10 11363,87 8664,672 11738,68 4404,614 2687,358 538,742

* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentracdo de 1000 ng/mL.
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Tabela B1. (continuag&o)

* para o fenobarbital, os resultados obtidos foram para uma concentracdo de 1000 ng/mL.

Metadona Levomepromazina Amitriptilina
SIR SIR SIR SIR SIR SIR
(310 > 265) | (310>105) | (329 >100) | (329>58) | (278 >233) | (278>191)
C100 43195 83646,63 4412,316 6397,61 7036,075 3419,506
P1 171038,2 6426,596 15536,38 69177,32 14861,24 2220,418
P2 28406,89 47719,04 10148,12 10420,76 5287,627 5974,179
P3 12871,02 17843,24 8610,871 7170,195 7734,844 43333,89
P4 31170,96 10524,99 25697,09 9009,233 3771,473 2128,491
P5 38494,02 97954,74 7934,461 45888,89 30158,21 22060,25
P6 13788,74 47107,96 12080,52 6531,26 8571,565 2790,898
P7 21260,87 3990,219 4341,904 4169,825 3397,62 2184,132
P8 115611,8 2449255 2844,213 2063,135 2348,109 7429,931
P9 34437,66 5916,913 5385,998 9814,138 908,53 1704,384
P10 12108,15 26184,5 1355,415 1733,739 88608,72 4345,423
Nortriptilina Fluoxetina Sertralina
SIR SIR SIR SIR S/IR S/IR
(264 > 233) | (264>191) | (310>44) | (310>148) | (306>159) | (306 > 275)
C100 2002,076 1539,837 2671,806 1543,156 2285,819 2891,615
P1 4049,258 1461,276 15113,67 684,77 8230,773 1838,102
P2 4211,697 919,394 1784,951 708,293 4030,04 1730,589
P3 4469,821 1098,753 3768,661 1219,854 9845,017 2610,76
P4 4180,844 563,894 12252,28 343,64 3559,314 528,805
P5 2632,624 918,246 1774,042 1166,694 5256,711 1121,557
P6 3438,198 1150,736 2076,975 1040,559 956,568 1279,4
P7 3079,597 2529,155 3345,661 1391,679 924,99 2538,453
P8 1083,99 745,786 1916,892 1243,513 412,533 340,38
P9 1580,259 1267,448 2125,098 549,64 2387,701 794,746
P10 562,373 892,229 1335,475 675,599 280,796 392,931
Clomipramina
SIR SIR
(315>86) | (315>58)
C100 1322,308 2050,866
P1 6268,252 3482,603
P2 3541,549 3924,228
P3 2644,699 1970,889
P4 2969,088 3680,722
P5 2559,1 2133,485
P6 2143,456 4899,718
P7 1138,048 1076,428
P8 335,103 285,287
P9 1329,824 1244,713
P10 220,676 206,316
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Anexo C — Resultados obtidos para as amostras brancas e amostras fortificadas com benzodiazepinas a
100 ng/mL, no estudo da seletividade/especificidade.
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Figura C1. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 1.
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Figura C2. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 2.
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Figura C3. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 4.
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Figura C4. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 5.
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Figura C5. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 6.
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Figura C9. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a amostra branca pool 10.
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Figura C10. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 1 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Figura C11. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 2 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Figura C12. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 4 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Figura C13. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 5 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Figura C14. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 7 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Figura C15. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 8 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Figura C16. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 9 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Figura C17. Cromatograma obtido no estudo da seletividade para a pool 10 fortificada com benzodiazepinas a 100 ng/mL.
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Anexo D — Resultados obtidos para o estudo do limite de detecédo.

Levetiracetam

Tabela D1. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo do levetiracetam.

Concentracdo (ng/mL) | Area (s) | Area (P1) Avelativa
0,5 1258,071 | 2101299 | 0,000598711
1 2500,686 | 1499547 | 0,001667628
2 4816,763 | 1544208 | 0,003119246
4 8691,52 | 1850680 | 0,004696392
6 12250,86 | 1220342 | 0,01003888
8 16205,37 | 1496268 | 0,010830522
10 21360,1 | 1649795 | 0,012947124
15 32609,56 | 1594750 | 0,020448074
20 43229,69 | 1590628 | 0,027177744
25 55407,07 | 1541899 | 0,035934312

s — Substancia
Pl — Padréo interno

Tabela D2. Estatistica de regressao e coeficientes obtidos
para o levetiracetam.

Curva de calibracao

0,04 Estatistica de regressao

-2 R maltiplo 0,997288

$0,03
5 o Quadrado de R 0,994584
£002 o Erro-padréo 0,000918
E 0,01 e s® Observacoes 10

o o Coeficientes

0 10 20 30 Declive 0,001397

Concentragao (ng/mL.) Ordenada na origem -3,7E-05

Figura D1. Curva de calibracéo do levetiracetam.

Tabela D3. Resultado de residuais obtidos para o
levetiracetam.

Observacédo Y previsto Residuais

Desenho de residuais

1 0,000662 -6,3E-05
2 0,00136 0,000307 0,002 .

3 0,002757 0,000362 20,001 .

4 0005551 -0,00085 3 0 ‘ ‘
5 0,008345 0,001694 g 00010 ¢ Y * 2 30
6 0,011139 -0,00031 0,002

7 0,013933 -0,00099 Variavel X 1

8 0,020918 -0,00047 Figura D2. Grafico do desenho de residuais do
9 0,027903 -0,00073 levetiracetam.

10 0,034888 0,001046
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Olanzapina

Tabela D4. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da olanzapina.

Tabela D5. Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos

Estatistica de regressao

0,995984
0,991984
0,001722

10

Coeficientes

Concentracdo (ng/mL) | Area (s) | Area (PI) Arelativa
0,5 795,915 | 2101299 | 0,000378773
1 2060,895 | 1499547 | 0,001374345
2 4351,604 | 1544208 | 0,002818017
4 6862,1 1850680 | 0,00370788
6 13330,16 | 1220342 | 0,010923299
8 23048,03 | 1496268 | 0,015403674
10 23855,81 | 1649795 | 0,014459859
15 43171,47 | 1594750 | 0,027070994
20 56249,03 | 1590628 | 0,035362776
30 86889,34 | 1532595 | 0,056694268
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
para a olanzapina.
Curva de calibracéo
0,06
< 2 R multiplo
% 0,04 . Quadrado de R
[ o Erro-padréo
g 0,02 o Observacdes
<< s
0o o»®
0 20 Declive

Concentragdo (ng/mL)

Figura D3. Curva de calibracdo da olanzapina.

Tabela D6. Resultado de residuais obtidos para a

olanzapina.

Observacéo

Y previsto

Residuais

O© 00 NO Ol WDN -

[N
o

0,000662

0,00136
0,002757
0,005551
0,008345
0,011139
0,013933
0,020918
0,027903
0,034888

-6,3E-05
0,000307
0,000362
-0,00085
0,001694
-0,00031
-0,00099
-0,00047
-0,00073
0,001046

0,001897

Ordenada na origem -0,00149

Desenho de residuais

0,002
0

Residuais

-0,002

-0,004

aet
. T ‘ T T
10 20 30
2
L 2
Variavel X 1

40

Figura D4. Gréfico do desenho de residuais da

olanzapina.
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Cetamina

Tabela D7. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da cetamina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 1254,993 | 2101299 | 0,000597246
1 2415,576 | 1499547 | 0,001610871
2 5324,814 | 1544208 | 0,00344825
4 10528,02 | 1850680 | 0,005688727
6 14553,98 | 1220342 | 0,011926154
8 18276,95 | 1496268 | 0,012215022
10 25705,31 | 1649795 | 0,015580912
15 39536,29 | 1594750 | 0,024791532
20 48165,25 | 1590628 | 0,030280645
30 71584,13 | 1532595 | 0,046707799

s — Substancia
Pl — Padréo interno

Tabela D8. Estatistica de regresséo e coeficientes obtidos
para a cetamina.

Curva de calibragdo

0,05 ° Estatistica de regressao
S 0,04 R multiplo 0,997645
50,03 0 Quadrado de R 0,995296
o .
s 0,02 P Erro-padréo 0,001073
= @
< 0,01 ‘...-" Observacdes 10
0 .
0 20 . Coeficientes
Concentragdo (ng/mL) Declive 0,001546

Ordenada na origem 0,000362

Figura D5. Curva de calibragdo da cetamina.

Tabela D9. Resultado de residuais obtidos para a
cetamina.

Observacdo Y previsto Residuais Desenho de residuais

1 0,001135 -0,00054
2 0,001908 -0,0003 0,003
3 0,003454 -6,2E-06 » 0,002 ¢
4 0,006547 -0,00086 g 0,001 *
5 0,00964 0,002286 2 0 *® w L 2 w
6 0,012733 -0,00052 ®-0001 U @ 20 40
7 0,015826 -0,00025 -0,002 Variavel X 1
8 0023558 0,001233 Figura D6. Gréfico do desenho de residuais da cetamina.
9 0,03129 -0,00101

10 0,046755 -4,7E-05
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Tramadol

Tabela D10. Areas obtidas no estudo do limite de detecio do tramadol.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 5898,067 | 2101299 | 0,002806867
1 12414,46 | 1499547 | 0,00827881
2 25969,06 | 1544208 | 0,01681708
4 48289,45 | 1850680 | 0,026092807
6 67854,36 | 1220342 | 0,055602757
8 90712,16 | 1496268 | 0,060625592
10 124086,2 | 1649795 | 0,075213098
15 189404,2 | 1594750 | 0,118767322
20 237710,4 | 1590628 | 0,149444361
25 314766,4 | 1541899 | 0,204142052
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D11. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para o tramadol.
Curva de calibragdo
0.3 Estatistica de regressao
g R multiplo 0,997056
g02 =y Quadradode R 0,994121
$ 0,1 e . Erro-padréo 0,005426
93 o ~
0 o*® Observacdes 10
0 10 20 30 Coeficientes

Concentracdo (ng/mL)

Figura D7. Curva de calibragéo do tramadol.

Tabela D12. Resultado de residuais obtidos para o

tramadol.

Observacdo Y previsto

Residuais

1

O© 00 N O O WD

[E=N
o

0,003228
0,007191
0,015116
0,030966
0,046816
0,062665
0,078515

0,11814
0,157765
0,197389

-0,00042
0,001088
0,001701
-0,00487
0,008787
-0,00204

-0,0033
0,000627
-0,00832
0,006753

Declive

0,007925
Ordenada na origem -0,00073

Desenho de residuais

0,01

0

Residuais

-0,01

Figura D8. Gréafico do desenho de residuais do

tramadol.

*

—®

* *® 20

2
Variavel X 1

30
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Mirtazapina

Tabela D13. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da mirtazapina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 5140,491 | 2101299 | 0,00244634
1 10344,05 | 1499547 | 0,006898117
2 21687,43 | 1544208 | 0,014044376
4 42397,82 | 1850680 | 0,022909315
6 60531,26 | 1220342 | 0,049601899
8 78202,21 | 1496268 | 0,052264829
10 112449,9 | 1649795 | 0,068159893
15 159061,5 | 1594750 | 0,09974072
20 213049,7 | 1590628 | 0,133940581
25 279919,2 | 1541899 | 0,181541853
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D14. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a mirtazapina.
Curva de calibracéo
0,2 Estatistica de regresséo
€ 015 - R mltiplo 0,996819
g 3 Quadrado de R 0,993648
2 0l L Erro-padréo 0,005007
E 0,05 9_.--‘ Observagdes 10
..-' - -
o o . Coeficientes
0 10 20 30 Declive 0,007034

Concentracgdo (ng/mL)

Ordenada na origem -0,00121

Figura D9. Curva de calibracdo da mirtazapina.

Tabela D15. Resultado de residuais obtidos para a

mirtazapina.
Observacgdo Y previsto Residuais Desenho de residuais
1 0,002307 0,000139 o0
2 0,005824 0,001074  0.005 | S
3 0,012859 0,001185 g
4 0,026928 -0,00402 2 o #* o ‘ ‘
5 0040996 0,008605 & 0005 0 ¢ Y10 o P 30
6 0,055065 -0,0028 001 -
7 0069134 -0,00097 Variavel X 1
8 0,104306 -0,00457 Figura D10. Grafico do desenho de residuais da
9 0,139478 -0,00554 mirtazapina,
10  0,17465 0,006892
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Trazodona

Tabela D16. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da trazodona.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 3163,752 | 2101299 | 0,001505617
1 5281,692 | 1499547 | 0,003522192
2 10532,11 | 1544208 | 0,006820395
4 21430,22 | 1850680 | 0,011579641
6 31988,41 | 1220342 | 0,02621267
8 42263,86 | 1496268 | 0,028246175
10 57585,11 | 1649795 | 0,034904402
15 89683,38 | 1594750 | 0,05623664
20 110838,9 | 1590628 | 0,069682451
25 143812,3 | 1541899 | 0,093269631
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D17. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a trazodona.
Curva de calibracéo
0,1 o Estatistica de regresséo
S ‘ R multiplo 0,997196235
g 0.05 o Quadrado de R 0,994400332
g o Erro-padréo 0,002452771
< L .
....' Observacdes 10
0 0 10 20 30 Coeficientes

Concentracgdo (ng/mL)

Figura D11. Curva de calibragdo da trazodona.

Tabela D18. Resultado de residuais obtidos para a

trazodona.

Observacéo

Y previsto

Residuais

© 00 NOoO Ol WDN K-

[N
o

0,001439164
0,003274934
0,006946473
0,014289553
0,021632632
0,028975711

0,03631879
0,054676488
0,073034186
0,091391884

6,64532E-05
0,000247258
-0,000126078
-0,002709911
0,004580038
-0,000729536
-0,001414388
0,001560152
-0,003351735
0,001877747

Declive 0,00367154
Ordenada na origem -0,000396606

Residuais

Desenho de residuais

0,006 -+

0,004 - *

0,002 - o ¢
0 oy o :

0002 0 5% 10

¢ .
-0,004 - .,
Variavel X 1

Figura D12. Grafico do desenho de residuais da
trazodona.
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Fenobarbital

Tabela D19. Areas obtidas no estudo do limite de detecéo do fenobarbital.

Concentracdo (ng/mL) | Area (s) | Area (P1) | Arelativa

80 112,004 | 365,354 | 0,306563
100 155,627 | 314,02 | 0,495596
120 189,986 | 348,225 | 0,545584
150 207,54 | 336,099 | 0,617497
200 302,784 | 373,811 | 0,809992
250 373,809 | 381,56 | 0,979686
300 472,906 | 423,215 | 1,117413
350 514,301 | 392,535 | 1,310204
450 700,744 | 385,595 | 1,817306
500 730,632 | 366,899 | 1,991371

s — Substancia
Pl — Padréo interno

Tabela D20. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para o fenobarbital.

Curva de calibragdo

2.5 Estatistica de regressao
s 2 o® R multiplo 0,995909
815 < Quadrado de R 0,991834
% 1 ....o"". Erro-padrao 0,054271
Z 05 ‘.pt" Observacdes 10
0 Coeficientes
0 200 400 600 Declive 0,003823

Concentragao (ng/mL) Ordenada na origem 0,043344

Figura D13. Curva de calibragdo do fenobarbital.

Tabela D21. Resultado de residuais obtidos para o
fenobarbital.

Observacgdo Y previsto Residuais
1 0,349193 -0,04263

Desenho de residuais

2 0,425655 0,069941 " 01 .

3 0502117 0,043467 < . e

4 0,61681 0,000686 g 0 L ang * w w

5 0,807966 0,002026 ¥ ﬁ? ¢ 200 . ’400 600
6 0999121 -0,01944 -0,1 ..

7 1,190277 -0,07286 Variavel X1

8 1381432 -0,07123 Figura D14. Grafico do desenho de residuais do
9 1,763743 0,053563 fenobarbital.

10 1,954898 0,036473
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Topiramato

Tabela D22. Areas obtidas no estudo do limite de detecio do topiramato.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (PI) Arelativa
0,5 72,943 51810 0,001407894
1 99,099 | 49654,12 | 0,001995786
2 291,177 | 45111,93 | 0,006454546
4 554,38 | 53822,85 | 0,010300086
6 731,823 | 46331,96 | 0,01579521
8 847,362 | 49432,81 | 0,017141692
10 1273,697 | 47161,43 | 0,027007177
15 2060,627 | 49472,72 | 0,041651787
20 2353,12 | 43812,56 | 0,053708806
25 3409,549 | 50588,57 | 0,067397616
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D23. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para o topiramato.
Curva de calibragdo — —
008 Estatistica de regressao
S 0.06 @ R multiplo 0,997711
8 -~ Quadrado de R 0,995427
§ 0,04 - Erro-padrio 0,001637
002 1 Ce® Observagdes 10
0 Coeficientes
0 10 20 30

Figura D15. Curva de calibragdo do topiramato.

Concentragdo (ng/mL)

Tabela D24. Resultado de residuais obtidos para o

topiramato.

Observacao

Y previsto

Residuais

O© 00 NO Ol WDN -

[E=N
o

0,000813

0,00217
0,004884
0,010311
0,015738
0,021165
0,026593
0,040161
0,053729
0,067297

0,000595
-0,00017
0,001571
-1,1E-05
5,71E-05
-0,00402
0,000415
0,001491

-2E-05
0,000101

Declive 0,002714
Ordenada na origem -0,00054

Desenho de residuais

0,002
0
-0,002
-0,004
-0,006

Residuais

Variavel X 1

Figura D16. Grafico do desenho de residuais do

topiramato.



Venlafaxina

Tabela D25. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da venlafaxina.

Tabela D26. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a venlafaxina.

Estatistica de regressao

0,996409
0,99283
0,005057
10

Coeficientes

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 5758,306 | 2101299 | 0,002740355
1 9823,366 | 1499547 | 0,00655089
2 19776,98 | 1544208 | 0,012807199
4 42021,7 | 1850680 | 0,022706083
6 58497,29 | 1220342 | 0,047935171
8 73833,75 | 1496268 | 0,049345259
10 104080,8 | 1649795 | 0,063087128
15 154773,4 | 1594750 | 0,097051848
20 200357 | 1590628 | 0,125960902
25 266899,4 | 1541899 | 0,173097902
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Curva de calibracéo
0,2
S 0.15 .9 R maltiplo
s ) Quadrado de R
2 01 = N 5
s P Erro-padréo
< 005 ‘,.Q"' Observacdes
0o o
0 10 20 30

Figura D17. Curva de calibragdo da venlafaxina.

Concentracdo (ng/mL)

Tabela D27. Resultado de residuais obtidos para a

venlafaxina.

Observacéo

Y previsto

Residuais

O© 00 NO Ol WDN -

[N
o

0,002305
0,005647
0,012332
0,025702
0,039071
0,052441

0,06581
0,099234
0,132658
0,166082

0,000435
0,000903
0,000475
-0,003
0,008864
-0,0031
-0,00272
-0,00218
-0,0067
0,007016

Residuais

Declive

0,006685

Ordenada na origem -0,00104

Desenho de residuais

0,01 -
0,005 -
0 #e

*

-0,005 -

-0,01 -

0 & e® ¢ 20

2
Variavel X 1

30

Figura D18. Grafico do desenho de residuais da
venlafaxina.
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Citalopram

Tabela D28. Areas obtidas no estudo do limite de detecéo do citalopram.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 3058,065 | 2101299 | 0,001455321
1 4986,651 | 1499547 | 0,003325439
2 10796,82 | 1544208 | 0,006991819
4 21910,89 | 1850680 | 0,011839367
6 31412,98 | 1220342 | 0,025741138
8 41145,43 | 1496268 | 0,027498694
10 56672,9 | 1649795 | 0,034351479
15 85511,38 | 1594750 | 0,053620556
20 112901 | 1590628 | 0,070978853
30 159710,5 | 1541899 | 0,10449923

s — Substancia
Pl — Padréo interno

Tabela D29. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para o citalopram.

Curva de calibragdo

Estatistica de regressao

0,12 :
01 o R mltiplo 0,098521
© )
2 0,08 - Quadrado de R 0,997045
S 0,06 P Erro-padrio 0,001927
g 004 o Observacdes 10
< 0,02 LR —
: @ Coeficientes
0 o _
0 10 20 30 Declive 0,003507
Concentragao (ng/mL) Ordenada na origem 0,000188

Figura D19. Curva de calibragdo do citalopram.

Tabela D30. Resultado de residuais obtidos para o

citalopram.
Observacdo Y previsto Residuais Desenho de residuais
1 0,001941 -0,00049 0,006
2 0,003695 -0,00037 » 0,004 ¢
3 0,007202 -0,00021 S 0002
4 0,014216 -0,00238 ?) 0 : A4 ? ‘ ‘
) ®
5 002123 0,004512 C 00020 4 B 20 H 4
6 0028244 -0,00074 10,004 _
7 0035258 -0,00091 Variavel X 1
8 0,052793 0,000828 Figura D20. Grafico do desenho de residuais do
9 0,070328 0,000651 citalopram.
10 0,105398 -0,0009
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Mianserina

Tabela D31. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da mianserina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (PI) Arelativa
0,5 452,59 | 2101299 | 0,000215386
1 718,85 | 1499547 | 0,000479378
2 1637,601 | 1544208 | 0,00106048
4 3200,823 | 1850680 | 0,001729539
6 3709,948 | 1220342 | 0,00304009
8 5444,435 | 1496268 | 0,003638675
10 8130,529 | 1649795 | 0,004928205
15 12664,87 | 1594750 | 0,007941602
20 17279,87 | 1590628 | 0,010863548
25 22200,62 | 1541899 | 0,014398231
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D32. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a mianserina.
Curvade calibragdo
0,02 Estatistica de regressao
< 0,015 . R mdltiplo 0,997329
ks o Quadrado de R 0,994666
£ 001 P Erro-padréo 0,000371
E 0,005 ‘.4"' Observacoes 10
..
0 o Coeficientes
0 10 20 30 Declive 0,000569

Figura D21. Curva de calibragdo da mianserina.

Concentragéo (ng/mL)

Tabela D33. Resultado de residuais obtidos para a

mianserina.

Observacéo

Y previsto

Residuais

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

-9,2E-05
0,000193
0,000762

0,0019
0,003037
0,004175
0,005313
0,008158
0,011002
0,013847

0,000307
0,000287
0,000299
-0,00017
2,67E-06
-0,00054
-0,00038
-0,00022
-0,00014
0,000551

Ordenada na origem -0,00038

Desenho de residuais

0,001 -
» 0,0005 -
< e
>
2 0 e *
] 0 20
@ -0,0005 - Qw

-0,001 - .,

Variavel X 1

30

Figura D22. Gréafico do desenho de residuais do

mianserina.
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Clozapina

Tabela D34. Areas obtidas no estudo do limite de detecéo da clozapina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 1940,725 | 2101299 | 0,000923583
1 2894,793 | 1499547 | 0,001930445
2 6653,194 | 1544208 | 0,004308484
4 13022,12 | 1850680 | 0,007036395
6 17959,94 | 1220342 | 0,014717144
8 23966,1 | 1496268 | 0,016017248
10 37116,57 | 1649795 | 0,022497687
15 53288,74 | 1594750 | 0,03341511
20 71947,82 | 1590628 | 0,045232329
25 92873,09 | 1541899 | 0,060232939
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D35. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a clozapina.
Curva de calibracéo
0,08 Estatistica de regressao
B 0,06 » R multiplo 0,997785
= oM e Quadrado de R 0,995574
g @ Erro-padr&o 0,001409
\Z 0,02 ._.". ~
0 ‘.'.-- Observacdes 10
0 10 20 30 Coeficientes

Concentragéo (ng/mL)

Figura D23. Curva de calibragdo da clozapina.

Tabela D36. Resultado de residuais obtidos para a

clozapina.

Observacao

Y previsto

Residuais

© 00 NOoO Ol WDN K-

[E=N
o

0,000105
0,001291
0,003664

0,00841
0,013156
0,017902
0,022648
0,034513
0,046378
0,058243

0,000819
0,000639
0,000644
-0,00137
0,001561
-0,00188
-0,00015

-0,0011
-0,00115

0,00199

Declive

0,002373

Ordenada na origem -0,00108

Desenho de residuais

0,005

0

Residuais

-0,005

L ¢
* ‘
ﬁ) * o0 * B
Variavel X 1

30

Figura D24. Gréafico do desenho de residuais da

clozapina.
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Quetiapina

Tabela D37. Areas obtidas no estudo do limite de detecéo da quetiapina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 3054,408 | 2101299 | 0,001453581
1 4975,127 | 1499547 | 0,003317754
2 10089,9 | 1544208 | 0,006534029
4 20409,65 | 1850680 | 0,011028186
6 27924,82 | 1220342 | 0,022882791
8 37763,81 | 1496268 | 0,025238663
10 57595,95 | 1649795 | 0,034910973
15 83686,16 | 1594750 | 0,052476039
20 112832,6 | 1590628 | 0,070935862
25 142609,2 | 1541899 | 0,092489354
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D38. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a quetiapina.
Curva de calibragdo
0,1 o Estatistica de regressao
s 0,08 . R multiplo 0,998407
5 0,06 o Quadrado de R 0,996817
= 0,04 - Erro-padréo 0,001847
< 0,02 R Observagdes 10
@
0 o Coeficientes
0 10 20 30

Figura D25. Curva de calibragdo da quetiapina.

Concentracdo (ng/mL)

Tabela D39. Resultado de residuais obtidos para a

quetiapina.

Observacéo

Y previsto

Residuais

© 00 NOoO Ol WDN K-

[N
o

0,000365
0,002201
0,005873
0,013217

0,02056
0,027904
0,035248
0,053607
0,071966
0,090325

0,001088
0,001117
0,000661
-0,00219
0,002322
-0,00267
-0,00034
-0,00113
-0,00103
0,002164

Declive

0,003672

Ordenada na origem -0,00147

Desenho de residuais

0,004
0,002
0
-0,002
-0,004

Residuais

*

‘ T 1
o 10 ¢ 70 30

L 2

Variavel X 1

Figura D26. Grafico do desenho de residuais da

quetiapina.
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Haloperidol

Tabela D40. Areas obtidas no estudo do limite de detecéo do haloperidol.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (PI) Arelativa
0,5 4817,746 | 2101299 | 0,002292747
1 6622,48 | 1499547 | 0,004416321
2 15410,9 | 1544208 | 0,009979811
4 29966,23 | 1850680 | 0,016192007
6 38443,13 | 1220342 | 0,031501937
8 51771,07 | 1496268 | 0,03460012
10 77565,18 | 1649795 | 0,047015038
15 115212,8 | 1594750 | 0,072245082
20 154814,8 | 1590628 | 0,097329359
25 201096,9 | 1541899 | 0,130421603
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
obtidos para o haloperidol.
Curva de calibracéo
0,15 Estatistica de regressao
S Lt R maltiplo
5 0.1 .° Quadrado de R
S 0,05 o Erro-padrio
< e Observacdes
o o* S
0 10 20 30 Coeficientes

Concentracdo (ng/mL)

Figura D27. Curva de calibragdo do haloperidol.

Tabela D42. Resultado de residuais obtidos para o

haloperidol.

Observacdo Y previsto

Residuais

1 0,000448
0,003
0,008104
0,018313
0,028521
0,03873
0,048938
0,074459
0,09998
0,125501

O© 00 N O O WD

[E=N
o

0,001845
0,001416
0,001876
-0,00212
0,002981
-0,00413
-0,00192
-0,00221
-0,00265

0,00492

Tabela D41. Estatistica de regressdo e coeficientes

0,997611
0,995228
0,003146

Declive
Ordenada na origem

0,005104

Desenho de residuais

0,01
R%)
< 0,005
S
8 0 T T
o ﬁ) * ¢ »p
-0,005 ¢

Variavel X 1

30

Figura D28. Grafico do desenho de residuais do

haloperidol.
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Fenitoina

Tabela D43. Areas obtidas no estudo do limite de detecéo da fenitoina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
6 385,617 | 46331,96 | 0,008322916
8 480,884 | 49432,81 | 0,009728033
10 650,995 | 47161,43 | 0,013803548
15 1036,129 | 49472,72 | 0,020943443
20 1130,725 | 43812,56 | 0,025808241
25 1739,8 | 50588,57 | 0,034391168
30 1798,196 | 47851,09 | 0,037579001
35 2386,985 | 49195,53 | 0,048520363
50 3290,622 | 47940,76 | 0,06863934
70 4347,998 | 45799,7 | 0,094935086

s — Substancia
Pl — Padréo interno

Curva de calibragdo

0,1

.".

< 0,08
S0
2 0,06 -9
© °
B 0,04 o®
< 0,02 o®

y ‘-

0

0 50

Concentragdo (ng/mL)

Figura D29. Curva de calibragdo da fenitoina.

Tabela D45. Resultado de residuais obtidos para a

fenitoina.

Observacao

Y previsto

Residuais

O© 00 NO Ol WDN -

[E=N
o

0,007742
0,010471
0,013201
0,020025

0,02685
0,033674
0,040498
0,047322
0,027903
0,034888

0,000581
-0,00074
0,000602
0,000918
-0,00104
0,000717
-0,00292
0,001198
-0,00073
0,001046

Tabela D44. Estatistica de regressdo e coeficientes

obtidos para a fenitoina.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,998969
Quadrado de R 0,997938
Erro-padrdo 0,001341
Observacdes 10

Coeficientes

Declive

0,001365

Ordenada na origem -0,00045

Desenho de residuais

0,002

0

Residuais

-0,002

-0,004

o e® o

*

)03)

*

40

Variavel X 1

Figura D30. Gréafico do desenho de residuais da

fenitoina.
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Carbamazepina

Tabela D46. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da carbamazepina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 3530,827 | 51810 | 0,068149522
1 5201,682 | 49654,12 | 0,104758314
2 10523,68 | 45111,93 | 0,233279222
4 21563,37 | 53822,85 | 0,400635979
6 29983,28 | 46331,96 | 0,647140396
8 38884,07 | 49432,81 | 0,786604419
10 54890,32 | 47161,43 | 1,163881601
15 86797,75 | 49472,72 | 1,754456977
20 111864,6 | 43812,56 | 2,55325429
25 148879,7 | 50588,57 | 2,942951105
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela DA47. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a carbamazepina.
Curva de calibragdo
4 Estatistica de regressao
g 3 e R multiplo 0,996926
s 2 L Quadrado de R 0,993861
g o ° Erro-padrio 0,085504
< 0 ‘.-G' Observagdes 10
0 10 20 30 Coeficientes

Concentracdo (ng/mL)

Figura D31. Curva de calibragdo da carbamazepina.

Tabela D48. Resultado de residuais obtidos para a

carbamazepina.

Observacdo Y previsto Residuais
1 0,008399 0,05975
2 0,069504 0,035255
3 0,191713 0,041566
4 0436132  -0,0355
5 0,680551 -0,03341
6 092497 -0,13837
7 1,169389 -0,00551
8 1,780437 -0,02598
9 2,391484 0,16177
10 3,002532 -0,05958

Declive

0,122209

Ordenada na origem -0,05271

Desenho de residuais

0,2 -
2
@ 0,1 -
E . L 2 .
i ** 0 * 2
€ 01 Y
-0,2 - .,
Variavel X 1

Figura D32. Gréafico do desenho de residuais da

carbamazepina.
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Ciamemazina

Tabela D49. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da ciamemazina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 3235,519 | 2101299 | 0,001539771
1 4524,366 | 1499547 | 0,003017155
2 9204,435 | 1544208 | 0,00596062
4 18648,4 | 1850680 | 0,010076509
6 23656,09 | 1220342 | 0,019384813
8 32308,61 | 1496268 | 0,021592793
10 50599,92 | 1649795 | 0,030670428
15 72994,29 | 1594750 | 0,045771622
20 93894,41 | 1590628 | 0,059029766
25 121720,6 | 1541899 | 0,07894205
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D50. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a ciamemazina.
Curvade calibragdo
0.1 Estatistica de regresséo
s 0,08 . R multiplo 0,998201
& 0,06 = Quadrado de R 0,996404
S 004 o Erro-padréo 0,001659
[«5) Lo
< 002 ..0-' Observacoes 10
0 o* Coeficientes
0 10 20 30

Concentragéo (hg/mL)

Figura D33. Curva de calibragdo da ciamemazina.

Tabela D51. Resultado de residuais obtidos para a

ciamemazina.

Observacao

Y previsto

Residuais

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0,00076
0,002311
0,005414
0,011619
0,017825

0,02403
0,030236

0,04575
0,061263
0,076777

0,00078
0,000706
0,000547
-0,00154

0,00156
-0,00244
0,000435

2,2E-05
-0,00223
0,002165

Declive 0,003103
Ordenada na origem -0,00079

Desenho de residuais

0,004
-% 0,002 L. * L
X 0 * o ‘
& -0,002 % ¢ WY ? 30
-0,004 »
Variavel X 1

Figura D34. Grafico do desenho de residuais da
ciamemazina.

118



Paroxetina

Tabela D52. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da paroxetina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 455,947 | 2101299 | 0,000216983
1 653,544 | 1499547 | 0,000435828
2 1324,774 | 1544208 | 0,000857899
4 2873,14 | 1850680 | 0,001552478
6 2878,933 | 1220342 | 0,002359121
8 4701,908 | 1496268 | 0,003142423
10 7102,875 | 1649795 | 0,004305307
15 10055,34 | 1594750 | 0,006305278
20 13900,72 | 1590628 | 0,008739136
25 16877,34 | 1541899 | 0,010945819
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D53. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a paroxetina.
Curva de calibracéo
0,015 Estatistica de regresséo
< R multiplo 0,999302
= .
= 0,01 e Quadrado de R 0,998604
= o Erro-padréo 0,000146
o 0,005 pe ~
< ® Observacdes 10
0 o¥ ® Coeficientes
0 10 20 30

Concentracdo (ng/mL)

Figura D35. Curva de calibragdo da paroxetina.

Tabela D54. Resultado de residuais obtidos para a

paroxetina.

Observacao

Y previsto

Residuais

© 00 NOoO Ol WDN B

[N
o

8,98E-05
0,000309
0,000748
0,001626
0,002504
0,003381
0,004259
0,006453
0,008648
0,010842

0,000127
0,000127

0,00011
-7,3E-05
-0,00014
-0,00024
4,62E-05
-0,00015
9,14E-05
0,000104

Declive

0,000439

Ordenada na origem -0,00013

Desenho de residuais

0,0002

0

Residuais

-0,0002

-0,0004

e

*

o o

*

*

*

10’20

Variavel X 1

30

Figura D36. Grafico do desenho de residuais da

paroxetina.
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Metadona

Tabela D55. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da metadona.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 2610,278 | 2101299 | 0,001242221
1 3394,42 | 1499547 | 0,00226363
2 6750,306 | 1544208 | 0,004371372
4 13069,9 | 1850680 | 0,007062213
6 19579,28 | 1220342 | 0,016044095
8 25009,01 | 1496268 | 0,016714253
10 37241,25 | 1649795 | 0,02257326
15 56088,46 | 1594750 | 0,035170692
20 73635,74 | 1590628 | 0,046293496
30 102369,7 | 1532595 | 0,066795039
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D56. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a metadona.
Curva de calibragdo
0,08 Estatistica de regresséo
S 006 @ R multiplo 0,998114468
> 1 :
E P Quadrado de R 0,996232492
2 004 . Ero-padréo 0,001404396
2 002 o6° Observagdes
o @ Coeficientes
0 20 40 Declive 0,002262571

Figura D37. Curva de calibragdo da metadona.

Concentracdo (ng/mL)

Tabela D57. Resultado de residuais obtidos para a

metadona.

Observacéo

Y previsto

Residuais

© 00 NOoO Ol WDN K-

[N
o

0,001150503
0,002281789
0,004544359
0,009069501
0,013594643
0,018119785
0,022644927
0,033957782
0,045270636
0,067896346

9,1718E-05
-1,81581E-05
-0,000172987
-0,002007288
0,002449452
-0,001405532
-7,16671E-05
0,001212911
0,001022859
-0,001101307

Ordenada na origem 1,92176E-05

Desenho de residuais

0,004
0,002
0
-0,002
-0,004

Residuais

*

*

T ‘ T
5 fni)

Variavel X 1

15

Figura D38. Grafico do desenho de residuais da

metadona.
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Levomepromazina

Tabela D58. Areas obtidas no estudo do limite de detecéo da levomepromazina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 2509,562 | 2101299 | 0,001194291
1 2943,088 | 1499547 | 0,001962652
2 6152,83 | 1544208 | 0,003984458
4 14062,65 | 1850680 | 0,007598637
6 16480,3 | 1220342 | 0,01350466
8 24696,89 | 1496268 | 0,016505653
10 37572,19 | 1649795 | 0,022773853
15 57771,4 | 1594750 | 0,036225993
20 74793,84 | 1590628 | 0,047021574
25 08265,4 | 1541899 | 0,063730124
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D59. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a levomepromazina.
Curva de calibragdo —
0,08 Estatistica de regressao
S 0,06 o R multiplo 0,997767
E 0,04 .._,.-0' Quadrado de R 0,995539
< Erro-padréo 0,0015
g 002 oo’ 5
<< 0 eo® Observagdes 10
0 10 20 30 Coeficientes

Concentragdo (ng/mL)

Figura D39. Curva de calibragdo da levomepromazina.

Tabela D60. Resultado de residuais obtidos para a

levomepromazina.

Observacdo Y previsto Residuais
1 -0,00033 0,00152
2 0,000933 0,00103
3 0,003451 0,000534
4 0,008485 -0,00089
5 001352 -1,6E-05
6 0,018555 -0,00205
7  0,02359 -0,00082
8 0,036177 4,88E-05
9 0,048764 -0,00174
10 0,061352 0,002379

Declive 0,002517
Ordenada na origem -0,00158

Residuais

Desenho de residuais

0,004
0,002
0
-0,002
-0,004

Variavel X 1

Figura D40. Grafico do desenho de residuais da
levomepromazina.

20

30
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Amitriptilina

Tabela D61. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da amitriptilina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 551,879 | 2101299 | 0,000262637
1 858,45 1499547 | 0,000572473
2 1648,089 | 1544208 | 0,001067272
4 3353,255 | 1850680 | 0,001811904
6 4280,229 | 1220342 | 0,003507402
8 6320,35 | 1496268 | 0,004224075
10 9386,178 | 1649795 | 0,005689299
15 13933,71 | 1594750 | 0,008737241
20 17497,65 | 1590628 | 0,011000463
30 24920,55 | 1532595 | 0,01626036

s — Substancia
Pl — Padréo interno

Tabela D62. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a amitriptilina.

Curva de calibracéo

Estatistica de regresséo

0,02
¢ oo . R mltiplo 0,998872
= e Quadrado de R 0,997745
2 001 Kl Erro-padréo 0,000264
Z 0005 ’."' Observacdes 10
0 " Coeficientes
0 20 Declive 0,00055

Concentracdo (ng/mL
20 (ng/mL) Ordenada na origem 9,41E-06

Figura D41. Curva de calibragdo da amitriptilina.

Tabela D63. Resultado de residuais obtidos para a

amitriptilina.
Observacéo Y previsto Residuais Desenho de residuais
1 0,000284 -2,2E-05
2 0,000559 1,34E-05 0,001
3 0,001109 -4,1E-05 § 0,0005 P
4 0,002208 -0,0004 2 0
5 0,003307 0,0002 4 0 ,1‘0 2’0 &) 4‘0
6 0,004406 -0,00018 -0,0005 *
7 0,005506 0,000184 Variavel X 1
8 0,008254 0,000483 Figura D42. Grafico do desenho de residuais da
9 0,011002 -1,5E-06 amitriptilina.
10 0,016498 -0,00024
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Nortriptilina

Tabela D64. Areas obtidas no estudo do limite de detecdo da nortriptilina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 838,33 2101299 | 0,000398958
1 878,109 | 1499547 | 0,000585583
2 1971,058 | 1544208 | 0,00127642
4 3784,077 | 1850680 | 0,002044695
6 4686,776 | 1220342 | 0,003840544
8 6817,747 | 1496268 0,0045565
10 9457,312 | 1649795 | 0,005732416
15 14419,12 | 1594750 | 0,009041619
20 19062,55 | 1590628 | 0,011984289
25 22332,13 | 1541899 | 0,014483528

s — Substancia
Pl — Padréo interno

Tabela D65. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a nortriptilina.

Curva de calibracéo

Estatistica de regressao

0.02 R maltiplo 0,999085
g oo o Quadrado de R 0,998171
© 001 o Erro-padrio 0,000224
g 0,005 ..... ..... Observacdes 10
< 0 e Coeficientes
0 10 20 30 Declive 0,000587
Concentragdo (ng/mL) Ordenada na origem 2,39E-05
Figura D43. Curva de calibragdo da nortriptilina.
Tabela D66. Resultado de residuais obtidos para a
nortriptilina.
Observacdo Y previsto Residuais Desenho de residuais
1 0,000317 8,16E-05 0.0005
2 0,000611 -2,5E-05 " ' .
3 0,001198 7,87E-05 'g ¢ o
4 0,002372 -0,00033 'g 0 ‘ ‘ ‘
5 0,003546 0,000295 & L X 20 o 2
6 0,004719 -0,00016 -0,0005 )
7 0,005893 -0,00016 Variavel X 1
8 0,008828 0,000213 Figura D44. Grafico do desenho de residuais da
9 0,011763 0,000221 nortriptilina.
10 0,014698 -0,00021
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Fluoxetina

Tabela D67. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da fluoxetina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
1 1831,769 | 1499547 | 0,001221548
2 3419 1544208 | 0,002214081
4 7913,386 | 1850680 | 0,004275933
6 8252,418 | 1220342 | 0,006762383
8 11438,26 | 1496268 | 0,007644524
10 18034,7 | 1649795 | 0,01093148
15 26232,05 | 1594750 | 0,016449004
20 36231,48 | 1590628 | 0,022778094
25 40882,78 | 1541899 | 0,026514569
30 48027,67 | 1532595 | 0,031337484
s — Substancia
Pl — Padréo interno
Tabela D68. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a fluoxetina.
Curva de calibragéo Estatistica de regresséo
0,04 R multiplo 0,998225
$ 0,03 ) Quadrado de R 0,996453
= .0 x
g 0,02 0 Erro-padréo 0,000676
p Rt Observagdes 10
2 0,01 .". ..
< ',.-' Coeficientes
0 :
0 20 Declive 0,001064

Figura D45. Curva de calibragdo da fluoxetina.

Concentragdo (hg/mL)

Tabela D69. Resultado de residuais obtidos para a

fluoxetina.

Observacao

Y previsto

Residuais

© 00 NOoO Ol WDN K-

[E=N
o

0,001208
0,002271
0,004398
0,006525
0,008652
0,010779
0,016097
0,021415
0,026733

0,03205

1,39E-05
-5,7E-05
-0,00012
0,000237
-0,00101
0,000152
0,000352
0,001363
-0,00022
-0,00071

Ordenada na origem 0,000144

Desenho de residuais

0,002
0,001
0
-0,001
-0,002

Residuais

*

Variavel X 1

Figura D46. Gréafico do desenho de residuais da

fluoxetina.
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Sertralina

Tabela D70. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da sertralina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (PI) Arelativa
1 371,021 | 1499547 | 0,000247422
2 850,068 | 1544208 | 0,000550488
4 2049,053 | 1850680 | 0,001107189
6 1829,959 | 1220342 | 0,001499546
8 3095,36 | 1496268 | 0,00206872
10 4767,249 | 1649795 | 0,002889601
15 6816,495 | 1594750 | 0,004274335
20 9638,136 | 1590628 | 0,006059327
25 11231,34 | 1541899 | 0,007284097
30 14461,66 | 1532595 | 0,00943606
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D71. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a sertralina.
Curva de calibragdo
001 Estatistica de regressao
) ® e
0.008 R mdltiplo 0,998143
S e Quadrado de R 0,99629
& 0,006 R . ’
© Erro-padrdo 0,000202
< 0,004 R ~
o o Observacdes 10
<C 0,002 &® —
o Coeficientes
0o &
0 20 Declive 0,000311

Concentracdo (ng/mL)

Figura D47. Curva de calibragdo da sertralina.

Tabela D72. Resultado de residuais obtidos para a

sertralina.

Observacdo Y previsto

Residuais

8,81E-05
0,000399
0,001022
0,001644
0,002266
0,002888
0,004444

0,006
0,007555
0,009111

O© 00 NOoO Ol WDN -

[E=N
o

0,000159
0,000151
8,57E-05
-0,00014

-0,0002
1,29E-06
-0,00017
5,97E-05
-0,00027
0,000325

Ordenada na origem -0,00022

Desenho de residuais

0,0004
0,0002
0

Residuais

-0,0004

Figura D48.
sertralina.

-0,0002 (

*

Variavel X 1

Gréfico do desenho de residuais da
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Clomipramina

Tabela D73. Areas obtidas no estudo do limite de detecio da clomipramina.

Concentracdo (ng/mL) | Area(s) | Area (Pl) Arelativa
0,5 2535,54 | 2101299 | 0,001206654
1 3041,658 | 1499547 | 0,002028385
2 6930,115 | 1544208 | 0,004487813
4 15834,76 | 1850680 | 0,008556184
6 15232,76 | 1220342 | 0,012482373
8 23885,55 | 1496268 | 0,015963415
10 37248,72 | 1649795 | 0,022577782
15 53843,61 | 1594750 | 0,033763043
20 72628,44 | 1590628 | 0,045660221
25 87157,89 | 1541899 | 0,056526339
s — Substancia
Pl — Padrdo interno
Tabela D74. Estatistica de regressdo e coeficientes
obtidos para a clomipramina.
Curvade calibracéo
0,06 o Estatistica de regressédo
0,05 pes . R mdltiplo 0,999306
2 004 Quadrado de R 0,998612
5 0,03 2 Erro-padréo 0,000758
s 0,02 _‘--" Observacdes 10
<< 0,01 ‘...". Coeficientes
0 Declive 0,002283
0 10 20 30

Concentragdo (ng/mL)

Figura D49. Curva de calibragdo da clomipramina.

Tabela D75. Resultado de residuais obtidos para a

clomipramina.

Observacéo

Y previsto

Residuais

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0,00058
0,001722
0,004004

0,00857
0,013135

0,0177
0,022265
0,033679
0,045092
0,034888

0,000626
0,000307
0,000484
-1,3E-05
-0,00065
-0,00174
0,000312
8,43E-05
0,000568
0,001046

Ordenada na origem -0,00056

Desenho de residuais

0,001 .
g 0 e e
2 ¢ 10 20
§—0,001

-0,002 M

Variavel X 1

Figura D50. Gréafico do desenho de residuais da

clomipramina.
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Anexo E — Razo S/R para cada um dos analitos em cada uma das pools analisadas, na confirmacéo da

positividade no estudo do limite de detegdo.

Tabela E1. Tabela com relages S/R obtidas para cada analito em cada transi¢do idnica, em cada amostra.

Levetiracetam Olanzapina Cetamina
S/R S/IR S/IR S/IR S/IR S/IR
(171>126) | (171>154) | (313>256) | (313>84) | (238>125) | (238> 179)
P3 117,403 97,537 7215,803 528,501 1513,838 247,42
P4 168,116 26,111 2184,599 673,961 1155,533 313,529
P6 260,722 93,393 3596,023 2083,134 829,452 280,717
P7 239,311 26,345 1841,357 102,824 1636,398 255,28
P8 481,713 82,581 1421,131 1478,378 2369,203 258,953
Tramadol Mirtazapina Trazodona
S/IR S/IR S/R S/IR S/IR S/IR
(264 >58) | (264>264) | (266>195) | (266>209) | (372>176) | (372> 148)
P3 4418,174 183,519 3070,333 525,497 1109,232 1404,028
P4 3644,39 64,392 10311,765 354,939 1113,897 791,223
P6 2590,94 499,954 3354,822 1713,18 1314,773 1672,746
P7 1030,871 54,033 903,252 389,862 2204,695 847,417
P8 121,267 139,359 2999,041 670,253 879,381 1208,942
Fenobarbital Topiramato Venlafaxina
S/IR SIR S/IR S/IR SIR S/IR
(231> 42) (231 > 188) (340 > 264) (340 > 184) (278 > 58) (278 > 260)
P3 87,445 35,559 23,729 92,684 3222,95 234,01
P4 51,26 10,296 348,758 32,798 856,649 271,184
P6 357,696 143,49 35,915 20,859 1948,729 468,564
P7 62,229 22,599 63,675 84,445 2298,964 345,922
P8 51,691 95,23 257,49 40,021 1315,038 319,644
Citalopram Mianserina Clozapina
SIR S/IR SIR SIR S/IR SIR
(325>109) | (325> 262) | (265> 208) | (265> 222) | (327 >270) | (327 > 296)
P3 710,275 3276,583 1556,766 32,198 589,921 509,419
P4 242,118 1396,778 133,505 83,901 3805,497 528,879
P6 556,303 419,672 3799,828 68,874 3208,484 635,968
P7 758,1 742,718 1421,288 101,778 657,076 396,823
P8 287,804 2224,626 186,608 52,65 731,176 204,495
Quetiapina Haloperidol Fenitoina
SIR S/IR SIR SIR SIR SIR
(384 >253) | (384>279) | (376 >165) | (376 >358) | (253 >182) | (253 > 225)
P3 5585,936 292,165 1099,48 126,423 23,56 10,611
P4 8511,303 153,816 854,96 80,685 17,024 6,073
P6 1292,36 865,77 1242,676 138,565 215,53 2,302
P7 1341,588 881,291 1321,346 87,748 75,485 2,89
P8 6336,552 821,044 689,726 47,779 81,962 5,447
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Tabela E1. (continuacdo)

Carbamazepina Ciamemazina Paroxetina
S/IR S/IR S/IR SIR S/IR SIR
(237 >194) | (237 >220) | (324> 100) | (324> 237) | (330>192) | (330> 123)
P3 603,575 155,712 699,228 98,474 381,279 11,933
P4 676,561 52,933 2399,709 68,657 621,578 10,825
P6 1563,724 47,464 787,345 539,456 93,651 23,926
P7 990,531 61,153 526,577 143,898 163,777 10,195
P8 2077,782 267,802 8262,64 999,495 921,719 28,094
Metadona Levomepromazina Amitriptilina
S/R S/IR S/IR S/IR S/IR S/IR
(310 > 265) (310 > 105) (329 > 100) (329 > 58) (278 > 233) (278 > 191)
P3 2464,171 380,137 6385,833 232,72 450,075 849,56
P4 3087,616 109,45 1023,887 324,341 286,655 96,054
P6 1835,02 471,63 601,193 3577,511 1163,697 1503,052
P7 1285,637 830,033 569,622 146,414 264,773 171,459
P8 4395,085 404,962 798,677 1761,408 414,494 647,46
Nortriptilina Fluoxetina Sertralina
S/IR S/IR S/IR S/IR S/IR S/IR
(264 >233) | (264>191) | (310>44) | (310>148) | (306>159) | (306 >275)
P3 1302,225 742,047 2395,019 173,86 136,669 111,385
P4 2012,286 114,272 479,373 60,824 689,093 126,519
P6 953,816 118,684 1933,377 84,758 248,687 69,216
P7 385,999 180,898 391,003 455,602 269,198 154,572
P8 379,016 171,547 307,102 268,882 296,534 63,099
Clomipramina
SIR SIR
(315 > 86) (315 > 58)
P3 67,096 74,946
P4 59,947 110,537
P6 127,064 76,007
P7 84,153 57,946
P8 241,978 187,907
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