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Resumo

A depressao € uma das doencas de foro psiquiatrico que mais prevalece na nossa
sociedade, subsistindo evidéncias epidemiolégicas que indicam um aumento substancial
da sua incidéncia nos ultimos anos. Esta evidéncia é consubstanciada pelo aumento
significativo do consumo de antidepressivos em Portugal. Este cendario pressupde a
necessidade de uma metodologia que permita analisar, com rigor e numa perspectiva de
rotina, os antidepressivos que podem ser encontrados em amostras de sangue.

No contexto do Servico de Toxicologia Forense do Instituto Nacional de Medicina
Legal, Delegacéo do Norte, torna-se necessério o desenvolvimento de uma metodologia
analitica para a determinacéo simultanea de 15 antidepressivos em sangue total e a sua
validac&o relativamente a varios parametros analiticos. Os antidepressivos considerados
foram Amitriptilina, Citalopram, Clomipramina, N-Desmetilclomipramina, Dotiepina,
Fluoxetina, Imipramina, Maprotilina, Mianserina, Mirtazapina, Nortriptilina, Paroxetina,
Sertralina, Trimipramina e Venlafaxina.

A técnica utilizada para este efeito foi 0 GC/MS/MS, aplicando um procedimento
extractivo prévio apropriado, baseado em procedimentos convencionais de extracgdo em
fase sodlida. A escolha desta técnica teve por base a possibilidade de identificar
inequivocamente 0s compostos presentes na amostra, independentemente da
complexidade da matriz, e de originar metodologias com uma sensibilidade elevada e
com limites de detec¢do muito baixos.

Os parametros analiticos considerados para validagdo da metodologia estabelecida
foram selectividade/especificidade e capacidade de identificacéo; limites de detecgéo e
de quantificagéo; linearidade e gama de trabalho; eficiéncia de extracc¢do; arrastamento;
exactidao (precisdo, veracidade e incerteza de medi¢cédo) e robustez. Com excepg¢do da
exactiddo, um pardmetro que carece ainda de estudos complementares, todos os
parametros estudados foram validados de acordo com os requisitos internos do Servico.

De uma forma geral, os resultados obtidos com o método desenvolvido revelaram-
se selectivos e apresentaram respostas analiticas tanto para concentracbes de
antidepressivos em niveis terapéuticos como para niveis letais destas drogas. Os
procedimentos extractivos revelaram-se eficazes e ndo foram verificados fenémenos de

arrastamento em concentra¢des mais elevadas. O método foi ainda considerado robusto.

Palavras-Chave: Antidepressivos, GC/MS/MS, Validacdo, SPE, Toxicologia Forense.
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Abstract

Depression is one of the most prevalent psychiatric disorders in our society. Solid
epidemiological evidence suggests a substantial incidence of the disease in recent years.
This is supported by a significant increase in the consumption of antidepressant drugs,
creating the need of suitable methods for their accurate analysis in blood samples, carried
out in a routine fashion.

Focusing the needs of the Servico de Toxicologia Forense do Instituto Nacional de
Medicina Legal, Delegacdo do Norte, it is important to develop an analytical methodology
for the simultaneous determination of 15 antidepressant drugs in whole blood and to
validate it with regard to several analytical parameters. The selected antidepressants are
Amitriptyline,  Citalopram, Clomipramine,  N-Desmethylclomipramine,  Dothiepin,
Fluoxetine, Imipramine, Maprotiline, Mianserine, Mirtazapine, Nortriptyline, Paroxetine,
Sertraline, Trimipramine e Venlafaxine.

GC/MS/MS was selected for this purpose, after carrying out suitable pre-treating
solid-phase extraction procedures. This selection was grounded on the fact that the
identification of every compound is ensured and the resulting method offers high
sensitivity with low limits of detection.

The analytical parameters required for validation included selectivity/specificity and
identification capability; limits of detection and quantification; linearity and working
concentration range; extraction efficiency; carryover; accuracy (precision, trueness and
uncertainty); and robustness. Excluding accuracy that still needs additional testing, all
parameters were validated according to the requisites of the Servico de Toxicologia
Forense do Instituto Nacional de Medicina Legal, Delegacéo do Norte.

In general, the obtained results offered good selectivity and analytical responses for
the typical concentration ranges of therapeutic and lethal levels. The extraction
procedures were effective and no carryover was observed for the highest concentrations.

The overall method was found robust.

Key-words: Antidepressants, GC/MS/MS, Validation, SPE, Forensic Toxicology.
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1 Introducao

1.1 O Instituto Nacional de Medicina Legal

O Instituto Nacional de Medicina Legal, I.P. (INML, I.P.) é a instituicdo nacional de
referéncia na &rea cientifica da Medicina Legal e de outras ciéncias forenses,
desenvolvendo a sua missdo pericial em estreita articulacdo funcional com as
autoridades judiciarias e judiciais no ambito da administragdo da justica, no cumprimento
das normas e dos principios legais e éticos que asseguram o devido respeito pelos
direitos, liberdades e garantias dos cidaddos. Esta instituicho acompanha, de forma
permanente, a evolucdo das metodologias técnico-cientificas de ambito pericial, promove
a formacao, bem como a investigacdo e a divulgacédo cientificas no ambito da Medicina
Legal e de outras Ciéncias Forenses e desenvolve formas de colaboracdao pedagdgica
com outros organismos institucionais!.

O INML, I.P., € um organismo central com jurisdicao sobre todo o territério nacional,
gue esta sediado em Coimbra, e dispde de servicos descentralizados, denominados por
Delegacbes, no Norte (Porto), Centro (Coimbra) e Sul (Lisboa), na dependéncia dos
quais funcionam os Gabinetes Médico-Legais'™. A Delegacdo do Norte localiza-se no
coracdo da cidade do Porto (Figura 1.1) e tem como area de actuagdo directa as
comarcas de Gondomar, Porto, Maia, Matosinhos, Pévoa de Varzim, Valongo, Vila do
Conde e Vila Nova de Gaia. Relativamente aos Gabinetes Médico-Legais dependem de
si 0s gabinetes de Braga, Braganca, Chaves, Guimarées, Penafiel, Santa Maria da Feira,

Viana do Castelo e Vila Real (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Representacédo esquematica dos Servi¢cos Técnicos e Gabinetes Médico-Legais
pertencentes a Delegacdo do Norte do INML, I.P (adaptado da Portaria N.° 522/2007, de 30 de Abril )

A Delegacdo do Norte do INML, I.P., disp6e de vérios servigcos técnicos (Figura
1.2), os quais desempenham actividades especificas, nomeadamente o Servico de
Patologia Forense, o Servi¢o de Clinica Forense, o Servico de Toxicologia Forense (STF)
e o Servico de Genética e Biologia Forense. E no contexto do STF da Delegacéo do
Norte (STF-N) do INML, I.P., que tem lugar o presente trabalho.

1.2 Toxicologia Forense

A toxicidade consiste num conjunto de processos promovidos por uma substancia
aquando do seu contacto com um organismo e que podem constituir efeitos adversos
para esse mesmo organismo'?. O efeito observado depende da natureza da substancia
propriamente dita, do organismo exposto e da quantidade/frequéncia de exposicdo. De
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uma forma geral, “...nd0 ha substancias atoxicas”, pois “todas as substancias, sem
excepcao, sdo toxicas, somente a dose distingue um toxico de um medicamento”
(Paracelso®, ~1500). Apds a entrada de um composto téxico no organismo, ele pode
percorrer um caminho longo antes de atingir o 6rgdo alvo e o local onde sera
posteriormente eliminado. O trajecto observado por cada composto a que o organismo €
exposto passa por quatro etapas consecutivas®, nomeadamente absorc&o; distribuicao;
metabolismo e eliminacéo.

A Toxicologia (termo de origem grega, Toxikon, que significa “veneno das flechas”)
corresponde, por isso, ao estudo dos compostos toxicos e das intoxicacées. E, no fundo,
um ramo da ciéncia que sempre esteve intimamente ligada & vida da Humanidade!*?,
levando o Homem uma busca continua de uma forma de proteccdo e deteccdo dos
“venenos”, antes e apods o envenenamento’®. Sendo a Toxicologia Moderna uma ciéncia
multidisciplinar, divide-se nas mais diversas vertentes, dependendo do objectivo e da
area de actuacao!”, de acordo com o esquema representado na Figura 1.3.

Neste sentido, a Toxicologia Forense tem por missdo identificar, confirmar e
gquantificar a presenca de qualquer substancia, seja uma droga de abuso, um
medicamento ou um outro tipo de substancia, numa determinada amostra biolégica, a
partir de técnicas analiticas sensiveis que permitam uma interpretacdo criteriosa e
adequada de cada anélise®. A Toxicologia Forense utiliza actualmente conhecimentos
adquiridos nas diversas areas da Toxicologia Moderna, desenvolvendo-se,
fundamentalmente, na area da Toxicologia Analitica, com a finalidade de contribuir para a
resolucdo de questdes judiciais. Devido a sua vasta area de accdo, também pode incidir
sobre o individuo vivo ou o cadaver bem como, quando aplicavel, no ambito do Direito do
Trabalho e Ambiental®.

O STF-N, assegura, assim, a realizacdo de pericias e exames laboratoriais
quimicos e toxicolégicos®. Compete a este Servico a realizacdo de pericias e exames
laboratoriais quimicos e toxicologicos, quer no ambito das actividades internas (Servigo
de Patologia Forense e o Servi¢co de Clinica Forense), quer no ambito das actividades
externas (Delegacgfes e Gabinete Médico-Legais que se encontrem na sua dependéncia,
tribunais, forcas policiais — GNR, PSP, PJ -, Autoridade Nacional de Seguranca

Rodoviaria — ANSR-, entidades hospitalares e entidades particulares)®.

! Pseudénimo do médico, alquimista, fisico e astrélogo suico, de nome verdadeiro Phillipus Aureolus Theophrastus
Bombastus von Hohenheim, nascido em 1493 e falecido em 1541. A sua doutrina baseava-se na consequéncia da visdo
cosmoldgica, teologica, filosofia natural e medicina a luz de analogias e correspondéncias entre o mundo exterior
(macrocosmos) e as diferentes partes do organismo humano (microcosmos), sendo desta forma, considerado como o Pai
da Medicina Hermética.

Fonte: Paracelso. 7 de Outubro de 2011. http://pt.wikipedia.org/wiki/Paracelso (Consultado a 10 de Outubro de 2011).

O
<
O
)
@)
O
o
[
Z
™
g
g




= Biclogia
CIENCIAS BioqugfmiC“ Farmacologia
BASICAS Quimica - Patologia
Fisiologia | Medicina Legal
TOXICOLOGIA
AREAS M
FUNDAMENTAIS Mecanica Analftica Avaliacao Geral
Toxicol. Docéncia
Investigacac
Organo especifica Clinica
. Humana
AREAS Veterindria
APLICADAS Vegetal
Alimentar Forense Farmacéutica Ambiental
Tox. Reguladora Awval. Risco Ecotoxicologia QOcupacional

Figura 1.3 Representacao das diversas areas que interagem com ramos da Toxicologia @

Naturalmente, o STF-N deve assegurar que todas as pericias e exames
laboratoriais sejam realizados em tempo Uutil, fornecendo os resultados com a maior
brevidade e assegurando a sua divulgacdo dentro dos limites de tempo estabelecidos na
Lei. Esta condicdo pressupde que os métodos analiticos necessarios para este efeito
devam estar prontamente disponiveis, assim que solicitados. Para além disso, os dados
resultantes dessas pericias e desses exames laboratoriais devem ser fiaveis, de forma a
garantir a validade dos resultados fornecidos pelo Servico. Esta fiabilidade esta
habitualmente associada a validacdo dos métodos analiticos utilizados neste contexto,
através da verificacdo do cumprimento de diversos requisitos relativamente a diversos
parametros analiticos.

De uma forma geral, qualquer andlise toxicolégica engloba trés etapas
fundamentais'®: (i) detectar se uma amostra contém algum tipo de substancia(s)
nociva(s); (i) identificar a(s) substancia(s) envolvida(s); e (i) determinar,
guantitativamente, a(s) substancia(s) envolvidas e interpretar os resultados, tendo em
conta o objectivo da realizacdo da analise!®. Dependendo das circunstancias e do
proposito da analise, podem ser considerados dois tipos de abordagens: a procura
directa, orientada para a pesquisa de um analito especifico ou a sua classe, sendo que
em alguns casos nao é necessario a realizagdo de qualquer tipo de tratamento a amostra
como isolamento ou purificacdo®*?, e a procura indirecta (também designada por anélise
toxicoldgica sistematica), em que a pesquisa analitica € dirigida a uma potencial
substancia toxica, cuja presenca e identificacdo é desconhecida®.
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Neste contexto, uma das necessidades do STF-N, prende-se com o0
desenvolvimento e a validagdo de uma metodologia analitica para a deteccdo de
antidepressivos (ADs) em amostras biolégicas, a identificacdo inequivoca dos ADs
detectados e a sua quantificacdo. Esta necessidade surge no contexto da crescente
utilizacdo de ADs pela sociedade actual, o que tem levado ao aparecimento de duvidas
relativamente aos niveis destas drogas encontradas em amostras colhidas in vivo ou
post-mortem. As informacdes procuradas habitualmente neste contexto sdo a
identificacdo da presenca de um dado AD e a diferenciacdo entre uma sobredosagem ou
um uso terapéutico.

O desenvolvimento de uma metodologia analitica para a determinacdo de ADs
assenta, por isso, em trés pontos principais: (i) a escolha da amostra; (ii) a selec¢do do
conjunto de ADs alvo; e (i) a seleccdo da metodologia instrumental/técnica mais
adequada, ap0s 0s quais se torna necessaria a implementacdo de procedimentos de
validacdo da metodologia implementada. Estes aspectos sdo focados em detalhe de
seguida.

1.3 Amostras em Toxicologia Forense

As amostras que chegam ao STF-N podem corresponder a colheitas in vivo ou
post-mortem™™. De uma forma geral, estas Gltimas acarretam alguns desafios adicionais,
pelo facto das amostras disponiveis serem de natureza muito diversa e deverem
adequar-se ao objectivo pretendido na investigacdo em causa, devendo considerar-se em
cada caso o historial e o tipo de requerimentos pretendidos pelo patologista para

realizacdo da analise toxicological?.

1.3.1 Tipo de Amostras

Existe uma grande variedade de amostras que podem ser analisadas em
toxicologia forense, incluindo tecidos ou fluidos biol6gicos. De uma forma geral, as
amostras de maior relevancia no contexto da investigacdo toxicolégica sdo o sangue, a
urina, o contetido géstrico e o figado.

O sangue é a amostra primaria em toxicologia forense post-mortem™!, sendo uma
das amostras com maior importancia na identificacdo de compostos toxicos,
particularmente, quando se objectiva fazer uma andlise quantitativa e uma interpretacéo

gl12.14]

correcta das concentracdes de substancias e respectivos metabolito , uma vez que

0s compostos toxicos distribuem-se, pelo organismo, tipicamente através dos eritrocitos e
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do plasma, encontrando-se unidos a proteinas, em propor¢des varidveis, consoante a
natureza do téxico™**®. Desta forma, este tipo de amostra (sob a forma de sangue total e
plasma) é a mais representativa para uma analise toxicologica. De uma forma geral, tanto
o plasma como o sangue total sdo amostras que apresentam vantagens para uma
andlise toxicolégica, na medida em que o plasma garante um menor numero de
interferentes e pigmentos, prevenindo a formacdo de emulsdes com o0s solventes
organicos, situacao frequente na manipulacdo de sangue total, e o sangue total assegura
gue tanto os compostos toxicos ligados aos eritrécitos como o0s que se encontram ligados

14]

as proteinas estardo evidenciados na amostra a analisar™. Para além disso, a sua

recolha ndo apresenta grandes dificuldades, como é do conhecimento geral (Figura 1.4).

Figura 1.4 Amostras de Sangue.

A urina é também um fluido biolégico de grande relevancia para testes de
toxicologia, uma vez que é constituido por mais de 99% de agua e contém uma
guantidade diminuta de substancias enddgenas que interferem com o0s testes

13,14]

cromatogréficos ou de rastreio (screening)***. A acumulacéo de drogas e metabolitos

na urina resulta, geralmente, em elevadas concentracdes que facilitam a sua deteccdo?,

podendo atingir concentracbes 100 vezes superiores as no sanguel™.

No caso das
drogas de abuso, esta é considerada a amostra de exceléncia, uma vez que é de facil
obtencao, em grandes quantidades e, geralmente, compreende concentragdes de toxico
detectaveis, mesmo quando se trata de uma administracdo em doses terapéuticas™.
Contudo, e apesar deste tipo de amostra ser isento de proteinas, minimizando as suas
interferéncias aquando da sua anélise™, apresenta como desvantagem a eliminacéo,
guase na sua totalidade, de uma elevada quantidade de compostos téxicos sob a forma
de metabolitos, muitas das vezes comuns a varias substancias, tornando-se, nestes
casos, necessario recorrer a outro tipo de fluido ou tecido biol6gico para a analise do
composto, para que seja possivel uma identificagdo inequivoca do composto toxico
absorvido™*,

Relativamente a amostras como o conteudo géstrico/estomacal e o figado, a sua

importéncia para a Toxicologia Forense reside no facto de serem ricas em informagoes

O
<
O
)
@)
O
o
[
=z

Pagina 6




sobre o composto téxico numa anélise toxicoldgica™

. O primeiro fornece informag6es
preciosas quando um agente téxico € ingerido (Figura 1.5) e o segundo constitui o érgao
primério de metabolizacdo/transformacdo desse agente, apresentando o composto
absorvido ou o(s) seu(s) metabolito(s) em concentracdes elevadas. A utilizacdo do figado
como amostra de elei¢cdo para uma andlise toxicoldgica tem vindo a decrescer, uma vez
gue, com o desenvolvimento cientifico, as técnicas analiticas sdo cada vez mais

sensiveis e permitem obter bons resultados com amostras de sangue®.

Figura 1.5 Imagem simulada de conteldo géastrico com medicamentos.

A realizagdo de alguns estudos especificos implica, contudo, a recolha de outras
amostras. Incluem-se aqui rins e pulmfes (na determinagdo de pesticidas, como o

paraquato), unhas e cabelo (em intoxicacdes crénicas por arsénio), humor vitreo® (na

determinacdo de etanol e compostos toxicos, em casos de putrefaccéo)’®, bilis (em

casos de sobredosagem por opiaceos), entre outras.

1.3.2 Conservagdo e Armazenamento das Amostras

A seleccdo adequada e a conservacdo e armazenamento correcto das amostras
recolhidas para andlise s&o requisitos imprescindiveis para uma determinagéo
toxicoldgica, por forma a n&o invalidar todo o procedimento analitico.

De um modo geral, as amostras destinadas a uma pericia toxicolégica ndo séo,
habitualmente, adicionadas de qualquer tipo de preservantes, de modo a evitar possiveis
interferéncias ao nivel da metodologia analitica provocada por estas substancias. No
entanto, e apesar de ndo existirem normas para a preservacao especifica de amostras

em Toxicologia Forense, é apenas recomendado, como procedimento de rotina, a adigdo

2 Humor Vitreo: substancia gelatinosa e viscosa, incolor que preenche as cémaras oculares
(cavidade do olho, entre a cOrnea e o cristalino).
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de fluoreto de sddio a 1-5% as amostras de sangue post-mortem, para a determinacédo de
etanol, cocaina, monéxido de carbono e cianetos™?.

Todas as amostras devem ser colocadas em recipientes apropriados (tubos ou
contentores de plastico), com tampas de poli(tetrafluoroetileno) (PTFE), polimero
termopléstico que evidencia caracteristicas hidrofébicas e uma excelente resisténcia
térmica (Figura 1.6). Estes devem ser de uso exclusivo, de modo a evitar contaminacgdes,
e devidamente etiquetados, com a informacdo de alguma particular exigéncia

circunstancial que deva ser considerada aquando da manipulagéo das amostras™.

Figura 1.6 Material utilizado para a recolha e armazenamento das amostras ™.

Durante o acondicionamento de uma amostra bioldgica € necessario ter em conta
gue alguns compostos toxicos, como a cocaina, metadona, morfina, paracetamol,
benzodiazepinas, entre outros, podem decompor-se durante 0 seu armazenamento, a

14]

4°C, o que impossibilitara a sua deteccdo analitica™. Existem ainda diversos factores

gue interferem na decomposicdo quimica e nos processos de putrefaccao (tabela 1.1).

1.3.3 Cadeia de Custédia

O conhecimento do percurso de uma amostra constitui um elemento fulcral para
uma correcta conduta de uma investigacdo toxicol6gica. Para este efeito, deve ser
sempre respeitada a cadeia de custédia, que se define como sendo um processo que
engloba um conjunto de normas usado para manter e documentar a histéria cronolégica
da amostra, de modo a garantir a idoneidade e a rastreabilidade das evidéncias utilizadas
em processos judiciais***?,

Para a garantia de uma recolha adequada das amostras, existem Kits especificos,
gue consistem num conjunto de tubos e bolsas plasticas opacas, que, juntamente com o
documento de requisicao toxicolégica devidamente preenchido, sdo seladas e enviadas

com a maior brevidade possivel para o STF da respectiva Delegacéo (Figura 1.7).
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[14,18]

Tabela 1.1 Factores interferentes na decomposi¢éo quimica dos compostos toxicos .

Factores

Descricédo da influéncia dos factores

Luz

Algumas substancias (alcaloides e fenotiazinas) toxicas séo fotolabeis
(substancias sensiveis a luz), o que implica que as amostras devem estar
armazenadas num local protegido da luz.

No caso de amostras de urina e solugdes aquosas toxicas (por exemplo,
a metadona), que apresentam esta propriedade, é recomendavel revestir os
contentores com papel de aluminio.

Oxidacéo

Para os compostos facilmente oxidaveis (catecolaminas e
tiobarbitUricos), os contentores devem estar completamente preenchidos
pela amostra e devidamente fechados, evitando a oxidagdo dos compostos
toxicos por accédo do oxigénio atmosférico.

Hidrélise

Muitos compostos téxicos existentes sao ésteres (como por exemplo, os
anestésicos locais) que podem ser facilmente hidrolisaveis durante o
processo de armazenamento a temperatura ambiente ou mesmo a baixas
temperaturas, por intermédio das esterases presentes no sangue e nos
tecidos bioldgicos. Quando as extrac¢des séo realizadas em meio alcalino
podem conduzir a ocorréncia de hidrélises. No caso da hidrélise dos ésteres,
pode ocorrer uma reac¢do de redugdo, ao diminuir o pH das amostras a
valores inferiores a 4.

Temperatura

N

A conservagdo das amostras destinadas a analise toxicologica é
favorecida pelas temperaturas baixas, tornando-se desta forma
recomendavel o armazenamento das amostras a 4°C, sempre que a andlise
se realize num curto espaco de tempo. No caso de um armazenamento
prolongado, as amostras devem ser acondicionadas a -20°C, tendo o
cuidado de descongelar as amostras uma s6 vez aquando da andlise.
Durante o processo de congelacdo/descongelacdo pode ocorrer a reducéo
de alguns metabolitos, que podem originar diferengas significativas entre a
concentracao inicial e a concentracdo obtida.

Decomposicao
biolégica

A decomposicdo biolégica consiste no efeito da actividade microbiana
sobre alguns compostos toxicos. Este efeito pode ter duas vertentes:
destruicdo dos compostos toxicos e putrefac¢éo ou geracdo de substancias
como o etanol, que podem dificultar a interpretacédo do resultado analitico.

Contaminagéo

Contaminacdo provocada pela putrefaccdo: Um caso tipico é a
producdo de aminas putrefactivas que emergem nos tecidos bioldgicos,
sangue e urina até cinco dias apds a morte ou quando as amostras ndo sdo
devidamente acondicionadas.

Contaminacdo provocada pela contaminacdo do contentor da
amostra: Normalmente, s@o provenientes dos plastificantes (ftalatos)
constituintes dos contentores e tampas, que podem contaminar as amostras.
A contaminagdo também pode ser originada por impurezas existentes nos
solventes aplicados no processo de extraccao.
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KIT C / KIT AR KTA  KITB

CLiNICA PATOLOGIA
| Avaliacao de toxicodependencias| |  Mortes por intoxicagao |
| Pericia Medico-Legal | | Associagao de substancias |
|  Fiscalizacao da Conducao | | Mortes sob Influencia de toxicos |
| Outros aspectos de intoxicacoes | | ey |
| suictdio |
| homictdio |

Figura 1.7 Diferenciacdo dos conjuntos de Kits existentes para a recolha de amostras ™.

Existe ainda um conjunto adequado de processos a realizar desde a recepgéo das
amostras até & emisséo do resultado final, por forma a assegurar a cadeia de custddia™”.
No STF estes processos baseiam-se na reunido de uma série de documentos que
certificam todos os tramites de manuseio das amostras (preparacdo do recipiente
colector, amostragem, transporte, recepcao, armazenamento e conservagao, analise e
destruicdo), assim como a identificacdo das pessoas que intervieram em todo o
processo™*". Todos estes procedimentos sdo, em (ltima instancia, a prova de que as
amostras se mantiveram intactas, ndo sofreram adulteragcbes, mudancas,
manuseamentos incorrectos ou foram colocadas em locais ou formas que possam
comprometer a sua integridade, garantindo também a credibilidade da instituicdo e a
confidencialidade™?.

1.3.4 Amostras representativas para antidepressivos

Considerando que todas as drogas sao distribuidas pelo organismo imediatamente
apos a sua absorcao, e que o sangue é o veiculo utilizado para este efeito, esta amostra
constitui uma boa seleccdo para a deteccdo de ADs, tanto em doses terapéuticas como
em doses letais.

A escolha de sangue total para andlise tem ainda a vantagem da sua facil recolha,
tanto em condicfes post-mortem como in vivo. Para além disso, as amostras detectadas
no sangue ndo devem apresentar elevados niveis de “contaminagéo” por metabolitos,

algo que dificultaria grandemente o procedimento analitico, uma vez que teria, de igual
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forma, ser realizado o seu estudo. A existirem em concentragfes significativas, estes
metabolitos deveriam ser analisados conjuntamente com o AD que lhe deu origem,

multiplicando assim o nimero de compostos a analisar simultaneamente.

1.4 Antidepressivos

Os ADs sdo compostos utilizados no tratamento de condicbes de depressédo. A
depressao € uma doenca psiquiatrica bastante comum na actualidade, caracterizada por
se manifestar ao nivel do estado de humor do ser humano, nomeadamente, humor
deprimido, perda de interesse e de prazer, sentimentos de culpa, baixa auto-estima,
perturbacbes do sono e de apetite, cansaco e concentracdo reduzida. Estes problemas
podem tornar-se crénicos ou recorrentes, contribuindo para deficiéncias substanciais na
vida de um individuo a varios niveis: emocional, intelectual e social, podendo conduzir,
em casos mais severos, ao suicidio®”.

Os estudos relativamente ao consumo de ADs, entre o ano de 2002 e 2009, em
Portugal, sdo escassos. Porém, os Ultimos indicadores revelam que o consumo de
medicamentos ansioliticos, hipnoticos, sedativos e ADs no mercado de Servigo Nacional
de Saude (SNS), em ambulatério, aumentou 40,4%, conforme demonstra a Figura 1.8.
Este cenario contribuiu para que uma das principais metas estabelecidas no Plano
Nacional de Saude 2004/2010 fosse considerar a saude mental como principal prioridade,
tendo em vista, entre outros objectivos, a reducdo do consumo de ADs em cerca de 29%
no ano de 2010%Y,

Meta 2010 | 9235

Melhar walor da UE15 # 42,3

Portugal (2002) | 1156

Portugal (2003) 1195

Portugal (2004) 1295

Portugal (2005) | 13286

Fortugal 2008)  ([THTTTTTETETTTTTTE L TORCRT U TORE T O RT R TR TRE T O CT T VTN 1397

Fortugal (2007) ] 1472

Portugal (2008) ] 1521

Portugal (2009) % 162.3
|

Figura 1.8 Consumo de medicamentos ansioliticos, hipnéticos, sedativos e antidepressivos no

mercado do SNS em ambulatério (Dose Diaria Definida/1000 habitantes/dia) =
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Existem inimeros ADs disponiveis no mercado Portugués. De uma forma geral, a
escolha do mais adequado a cada caso deve ter como fundamento algumas
caracteristicas como a particularidade da depresséo, os efeitos secundarios, o custo, as
interaccdes medicamentosas, entre outras’®®. Todos os ADs possuem em comum a
capacidade de aumentar intensamente a disponibilidade singptica, de um ou mais
neurotransmissores, através da accdo em diversos receptores e enzimas especificos.

Segundo a Autoridade Nacional do Medicamento e Produto de Saude, I.P.
(Infarmed), a classificacdo mais adequada ao nivel dos ADs fundamenta-se no
neurotransmissor/receptor envolvido no seu mecanismo de actuacdo. Assim, as
principais classes dos ADs sdo (i) os antidepressivos de primeira geracao e (i) os

antidepressivos de segunda geracdo'®.

1.4.1 Antidepressivos de primeira geracao

Os ADs de primeira geragdo foram os primeiros a surgir na sociedade e incluem os
ADs heterociclicos (triciclicos e tetraciclicos, ADTs), que sao caracterizados através de
uma estrutura ciclica (anéis benzénicos) ou de acordo com as propriedades

farmacolégicas!®, e os inibidores da monoaminooxidase (IMAO).

1.4.1.1 Antidepressivos Triciclicos e afins

Os ADTs sdo medicamentos cuja acc¢do parece estar fundamentalmente
relacionada com o bloqueio da captacdo neuronal dos neurotransmissores, levando a um
aumento da noradrenalina, da serotonina e, em menor escala, da dopaminal®®. Estes
compostos dividem-se em dois grandes grupos: as aminas terciarias (como a
Amitriptilina, a Clomipramina, a Dotiepina, a Imipramina e a Trimipramina) e as aminas
secundéarias (como a Nortriptilina)??®. A Maprotilina, a Mirtazapina e a Mianserina s&o
compostos que apresentam uma estrutura atipica a estrutura convencional dos
antidepressivos triciclicos, ou seja, € uma estrutura tetraciclica com caracteristicas
farmacoldgicas semelhantes aos antidepressivos triciclicos que actua, particularmente,
como inibidor selectivo da recaptagdo da norepinefrina (ISRN) com alguns efeitos de

receptores histaminérgicos, adrenérgicos e colinérgicos®”!

. Contudo, e de acordo com o
Infarmed, estas substancias pertencem a classe dos antidepressivos triciclicos e afins.

O mecanismo de ac¢gdo comum aos antidepressivos triciclicos a nivel pré-sinaptico
€ o0 bloqueio da recaptacdo de monoaminas, principalmente norepinefrina e serotonina (5-
hidroxitriptamina), em menor proporcdo de dopamina. As aminas terciarias inibem

preferencialmente a recaptacdo de serotonina e secundarias a de norepinefrinal®.
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Os ADTs sao compostos que permitem o bloqueio de receptores colinérgicos,
histaminérgicos, serotonérgicos e, mais invulgarmente, os dopaminérgicos. Contudo,
estas acgbes ndo se correlacionam necessariamente com o efeito antidepressivo, mas
sim com os efeitos colaterais®®!. Esta classe de compostos promove um aumento,
acentuado, da eficiéncia da transmissdo monoaminérgica, e possivelmente GABAérgica
(sistema em que o acido y-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor com
actividade inibitéria no SNC?®), envolvendo os sistemas noradrenérgico e serotoninérgico
através do blogueio da recaptacdo de serotonina e norepinefrina, que origina 0 aumento
da concentracéo sinaptica destes neurotransmissores!®.

Os ADTs sao absorvidos completamente pelo tracto gastrointestinal, metabolizados
em grande parte (55% a 80%) pelo efeito da primeira passagem, sendo o pico plasmatico
atingido mais rapidamente (1 a 3 horas) pelas aminas terciarias (como a Amitriptilina) do
gque pelas aminas secundarias (como a Nortriptilina) que levam 4 a 8 horas para atingi-lo.
Trata-se de uma classe de medicamentos altamente lipofilica, que se concentra,
principalmente, no miocardio e nos tecidos cerebrais, e que se liga a proteinas

plasmaéticas, sofrendo, primariamente, metabolismo hepatico™

. Em média, o periodo de
tempo para ocorrer o processo de eliminagdo varia (por exemplo, Imipramina de 4 a 34
horas; Amitriptilina de 10 a 46 horas; Clomipramina de 17 a 37 horas e a Nortriptilina de

13 a 88 horas) e atinge o estado de equilibrio em cerca de 5 dias®®.

1.4.1.2 Inibidores da Monoaminoxidase

Os IMAOs foram os primeiros farmacos que demonstraram ser, clinicamente,

activos contra a depress&ol®®

. O mecanismo de accdo destes medicamentos baseia-se,
essencialmente, na inibicdo da monoaminoxidase (IMAO), que provoca um aumento da
concentracdo dos neurotransmissores a nivel da fenda sinaptica. Contudo, devido ao
facto de todos os inibidores de MAO serem capazes de inibir numerosas enzimas e, em
particular, as enzimas microssémicas hepaticas necessarias a metabolizacdo de
substancias exdgenas e de alguns farmacos, podem ocorrer diversas interac¢cdes com
alimentos e medicamentos, incompatibilizando assim esta terapéutical®®.

Devido aos efeitos colaterais indesejaveis causados pela inespecificidade da sua
accdo farmacologica, esta classe de ADs foi despromovida do tratamento como
tratamento AD de primeira linha®®. Em Portugal, o Gnico representante deste grupo
usado a nivel clinico € a moclobemida, uma vez que se trata de um composto cuja
especificidade/selectividade e riscos de interaccbes medicamentosas sdo praticamente
inexistentes®®. Este composto inibe apenas a MAO A, por um curto espaco de tempo

(aproximadamente por apenas 24 horas) e de forma reversivel®.,
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Os IMAOs sédo compostos, bem absorvidos pelo tracto gastrointestinal, que sofrem
uma rapida biotransformacao hepatica por oxidagcdo que pode, eventualmente, originar o
aparecimento de metabolitos activos. O inicio de ac¢do da-se entre 7 a 10 dias, em
determinados individuos, ou pode levar 4 a 8 semanas para atingir um efeito terapéutico

pleno, e a eliminac&o, inclusive a dos metabolitos, ocorre ao nivel dos rins'®..

1.4.2 Antidepressivos de segunda geracao

A procura recente de novos compostos, com variagdes na estrutura quimica e
menos efeitos colaterais relativamente aos ja existentes®!, originou o aparecimento de
novos grupos quimicos de ADs. Incluem-se aqui os Inibidores Selectivos da Recaptagéo
da Serotonina (ISRSs) e os Inibidores Selectivos da Recaptacdo da Serotonina e
Noradrenalina (ISRSNSs).

1.4.2.1 Inibidores Selectivos da Recaptacéo da Serotonina

Os ISRSs inibem de forma bastante selectiva a recaptagdo de serotonina,
resultando numa potencializacdo da neurotransmissdo serotonérgica. Embora
compartilhem o mecanismo de acgéo principal, estes compostos sédo estruturalmente
distintos, uma vez que apresentam diferencas acentuadas ao nivel do perfil
farmacodinamico e farmacocinético®. Esta classe de ADs, tal como todos as outras,
possuem efeitos secundarios. Porém, multiplos ensaios clinicos confirmam que, de um
modo geral, estes medicamentos demonstram ser 0s principais antidepressivos de
primeira escolha no tratamento da depressdo. Este facto evidencia-se através de
caracteristicas, como o seu tempo de laténcia e eficacia terapéutica, apresentarem
semelhangas relativamente as mesmas caracteristicas dos ADTs e de possuirem uma
menor toxicidade e melhor tolerabilidade que os antidepressivos de primeira gerac&o®®®.

Embora todos os ISRSs apresentem 0 mesmo mecanismo de actuacdo, as
diferencas entre as estruturas moleculares fazem com que os diferentes compostos
apresentem diversos perfis farmacocinéticos?®. Todos os compostos desta classe de
ADs apresentam uma elevada afinidade com as liga¢des proteicas, sendo o citalopram, o
composto que apresenta menor afinidade com as proteinas. A fluoxetina é Unica que
apresenta um metabolito com actividade clinica significativa, a norfluoxetina. O tempo de
semi-vida prolongado da fluoxetina e da norfluoxetina, assim como o tempo necessario
para atingir o estado de equilibrio, demonstram, clinicamente, a maior laténcia para o
inicio da accéo antidepressival®. Estes compostos s&o rapidamente absorvidos, ligam-se

fortemente a proteinas plasmaticas e sao metabolizados, primeiramente, pelo figado e
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podem comprometer o metabolismo de outras drogas metabolizadas através deste
sistema®!.

1.4.2.2 Inibidores Selectivos da recaptagdo da Serotonina e Noradrenalina

Este tipo de compostos sdo farmacos relativamente recentes, que, tal como o0s
ISRSs, ndo possuem uma acgdo agonista sobre 0s receptores, pois a sua accao
farmacologica limita-se a inibir, selectivamente, a recaptacdo de serotonina e
noradrenalina. Desta forma, os ISRSNs sdo compostos que possuem um perfil
farmacologico mais seguro e com menores efeitos adversos do que os ADs triciclicos.

Sdo exemplos destes compostos a venlafaxina e o seu metabolito activo (O-
Desmetilvenlafaxina), compostos que apresentam fraca actividade como inibidores da
recaptacdo de dopamina e da MAO e ndo apresentam afinidade por receptores
adrenérgicos a-1, receptores colanérgicos ou histaminicos.

A venlafaxina é uma substancia que rapidamente é absorvida, uma vez que a sua
biodisponibilidade é de 45% e, quando ingerida juntamente com alimentos, retarda o
fenémeno de absorcdo®®®. Esta substancia sofre metabolizacdo hepética com importante

efeito de primeira passagem'®!

, OU seja, a concentragdo desta substancia, apos a sua
administragcdo, € significativamente reduzida pelo figado antes de atingir a circulagéo

sanguinea.

1.4.3 Conjunto de antidepressivos com interesse em Toxicologia Forense

Segundo o STF-N, o conjunto de ADs que apresentam um interesse elevado para
este Servico sdo: Amitriptilina, Clomipramina, Dotiepina, N-Desmetilclomipramina,
Imipramina, Maprotilina, Mianserina, Mirtazapina, Nortriptilina e Trimipramina (ADs

Triciclicos e afins), Citalopram, Fluoxetina, Paroxetina e Sertralina (ADs Inibidores

selectivos da recaptacdo da serotonina) e Venlafaxina (ADs Inibidores selectivos da

recaptacdo da serotonina e da noradrenalina). Estes compostos séo representativos de

7z

todas as classes referidas anteriormente, com excepg¢do dos IMAO, cuja utilizagdo é
francamente reduzida no tratamento da depressdo. Aparentemente, este grupo de

compostos inclui os ADs mais utilizados pela populacdo portuguesa.

1

O
<
O
)
(@]
O
o
|_
=z

Pagina 15




1.5 Técnicas Instrumentais em Toxicologia Forense

No presente trabalho, a grande diversidade de estruturas quimicas dentro do grupo
de ADs considerado, associada as baixas doses em que podem ser encontrados no
sangue, exige o recurso a uma técnica capaz de fornecer resultados sensiveis para
vérias drogas em simultdneo (algumas destas quimicamente aparentadas) e que permita
a confirmacéo inequivoca de cada estrutura quimica detectada na amostra de sangue. A
técnica escolhida deve também oferecer garantias de que apresenta as condi¢des
técnicas adequadas a sua implementagcdo em rotina, garantindo que os resultados
obtidos sé@o considerados validos de acordo com os requisitos do Servico.

De acordo com a experiéncia do STF-N, e considerando os métodos ai
implementados para outras drogas, a técnica a escolher para a detec¢éo e quantificagéo
simultdnea dos 15 ADs indicados anteriormente serd a cromatografia gasosa (GC)
acoplada a espectrometria de massa com detector triplo quadrupolo (MS/MS), associada
a processos extractivos adequados. Este processo extractivo é aqui fundamental, dada a
elevada complexidade da composi¢cdo do sangue total, e 0 equipamento necessario

encontra-se disponivel no Servigo para este efeito (Figura 1.9).

Figura 1.9 Cromatdgrafo gasoso acoplado a um Espectrometro de Massa com detector do tipo
Triplo Quadrupolo (GC/MS/MS) .

151 GC/MS/MS

O acoplamento de um cromatégrafo gasoso (GC) ao espectrometro de massa (MS)
resulta numa combinacdo das vantagens tipicas das técnicas cromatograficas com as
vantagens da espectrometria de massa, ou seja, combina a alta selectividade e eficiéncia
de separacéo (Cromatografia) com a obtencdo de informacéo estrutural, massa molar e
um aumento adicional de selectividade (MS)®®. Geralmente, a lonizagédo por Impacto
Electronico é o método de ionizagdo mais utilizado ao nivel da MS, uma vez que permite

a producdo, quer de ibes moleculares, quer de fragmentos, que possibilitam a
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determinagdo da massa molecular relativa e a estrutura molecular de um composto®.,
Hoje em dia, a MS é uma ferramenta analitica altamente sofisticada, que permite obter
informagcBes como a composicdo elementar das amostras, a estrutura molecular, a
composicéo qualitativa e quantitativa de misturas complexas, entre outras?®3.

Actualmente, a GC acoplada a MS/MS é uma das técnicas mais vantajosas que
fornece um método de deteccdo de compostos-alvo em matrizes complexas a niveis
residuais, como amostras biologicas, metabolitos, vestigios de drogas e outros vestigios
de provas forenses. Este método apresenta como vantagens um aumento na
detectabilidade, uma redugé@o da interferéncia espectral dos compostos presentes na
matriz e um aumento da quantidade de informacao estrutural possivel de ser obtidal®*"

A espectrometria de massa em tandem (MS/MS) consiste numa técnica
espectrométrica que, ao invés de utilizar apenas um analisador de massas para separar
os iBes com a mesma razdo m/z gerados na fonte de ionizacdo, utiliza dois estagios de
espectrometria de massas, MS; e MS, (Figura 1.9). Um deles é utilizado para isolar o ido
de interesse (ido-pai, também designado por ido-precursor) e o outro € usado para
estabelecer uma relacdo entre este ido e os ides gerados a partir da sua decomposicao
induzida (ides-filho, também designados por ides-produto)®”. Uma imagem
representativa deste detector pode ser encontrada na Figura 1.10.

Collision Gas (Ar. N2, He)

Carrier Gas (He, H2 )

fon Source Quad 1 Quad 2 Quad 3 Detector
*lonize Mass Analysis Collision Cell Mass Analysis
Collisions No Yes No
MS MS

Figura 1.10 Representacdo esquematica da técnica analitica GC/MS/MS B2,

O analisador do tipo triplo quadrupolo é um instrumento constituido por trés
guadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo ndo é utilizado para separar ibes
com a mesma razdo m/z, mas sim como célula de colisdo (CC), na qual ocorre a
fragmentagdo dos ifes seleccionados no primeiro quadrupolo (MS;), geralmente por
dissociagéo induzida por colisédo (CID, do inglés Collision Induced Dissociation) com um
gas inerte de elevada energia (Argon, Hélio ou Azoto) direccionando, paralelamente, os
ies produzidos para o terceiro quadrupolo (MS,)?%. A fragmentacdo dos ides provocada

pela dissociagéo induzida por colisdo torna o0 método mais vantajoso, no sentido em que
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permite obter melhores informacdes estruturais, assim como melhorar a detectabilidade

quando usada para gerar um i&o caracteristico de uma moléculal®.

1.5.2 Técnicas de Varrimento em MS/MS

Para a obtencdo de espectros de massa por MS/MS podem ser aplicadas
diferentes técnicas de varrimento. Neste trabalho sdo apenas mencionadas as que
apresentaram interesse analitico para os ADs, nomeadamente o Varrimento do iao
precursor (ion SCAN), o Varrimento dos ifes produzidos (product ion SCAN), e a
Monitorizacdo de ides seleccionados (SIM, do inglés Selected lon Monitoring)®?.

1.5.2.1 Varrimento do ido precursor (ion SCAN) ou Varrimento no modo
SCAN

No triplo quadrupolo, este tipo de varrimento € realizado quando o MS; é ajustado
para transmitir um espectro de ides num intervalo de m/z, a partir do qual vai ser
seleccionado o ido de interesse (i&o precursor) para a realizagdo do varrimento dos ibes
produzidos.

1.5.2.2 Varrimento dos i6es produzidos (product ion SCAN) ou Varrimento no
modo SIM-SCAN

Num espectrémetro de massas do tipo triplo quadrupolo, no primeiro estagio (MS,),
0 ido de interesse € isolado e, seguidamente, é fragmentado na célula de colisdo. No
segundo estagio (MS,) é realizado o varrimento dos ides produzidos através da
fragmentagdo do ido de interesse isolado no MS;, para obtencdo do espectro de
massal®”.
1.5.2.3 Monitorizacdo de iBes seleccionados (SIM) ou Varrimento no modo
SIM-SIM

Este tipo de varrimento permite a ocorréncia da monitorizagdo da fragmentacéo de
um ido precursor seleccionado no MS; aos seus ides-produto correspondentes, que
atravessam o MS,. A aquisicdo dos resultados em modo SIM pode ocorrer através do
ajuste do detector, de modo a observar-se apenas os ides de razdo m/z de interesse ou
através da seleccdo destes ibes a partir de uma base de dados que contenha os

espectros de massa completos??,
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1.5.3 Condi¢cdes cromatograficas gerais

Em GC, a semelhanca de técnicas analiticas analogas, é utilizado como gas de
arrastamento o Hélio, e uma vez tratando-se de uma técnica bastante desenvolvida,
ainda contém um gés de colisdo, o Argon. Os gases usados s&0 quimicamente inertes e
livres de todos os vestigios de hidrocarbonetos, vapor de 4gua e oxigénio, uma vez que
estes podem provocar a deterioracdo da fase estacionaria ou reduzir a sensibilidade dos
detectores?®3,

A coluna cromatogréfica utilizada foi do tipo capilar (Figura 1.11), a mais utilizada
na actualidade para andlises por GC. Estas colunas foram introduzidas nos primérdios
dos anos 80 e vieram substituir as colunas de enchimento na maioria das aplicaces™.
Sao normalmente constituidas por silica fundida ou um metal inerte e podem apresentar
um diametro interno de 0,10 a 0,53 milimetros e um comprimento de 12 a 60 metros®®. A
fase estacionaria consiste numa camada fina que esta depositada sobre ou ligada ao

interior da superficie da colunal®

. Estas sdo colunas que permitem realizar analises
menos demoradas, com maior sensibilidade e com uma eficiéncia na separacao
cromatografica, uma vez que compreendem maiores comprimentos de coluna, permitem
separar misturas complexas e tém maior durabilidade. O facto de admitirem uma menor
gquantidade de amostra, faz com que a sua capacidade de processamento de amostras

seja inferior®.

No entanto, a sua maior capacidade de separacdo e a melhoria da
tecnologia de deteccéo (por exemplo, por espectrometria de massa), permite obviar esta

questao.

Capilar (i.d. 0.25mm, 0.5mm)

©

Fase estacionana
(revestimento liquido)

Figura 1.11 Colunas Capilares .

A introdugdo da amostra é um ponto fulcral na cromatografia gasosa. Este “passo”
que tem por objectivo a introducdo completa da amostra, huma zona estreita do topo da
coluna cromatografica, de modo a evitar a admisséo de efeitos como a discriminacéo dos

componentes, causados pelas diferencas de volatilidade ou a degradacdo térmica. Os
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sistemas de injec¢cdo mais importantes do ponto de vista experimental neste tipo de

técnica sdo a injeccdo split e a injeccédo splitless™

. Trata-se de dois tipos de injecgéo
distintos, uma vez que a injeccdo split (injeccdo com reparticdo) consiste na introducdo
de uma pequena fraccdo de amostra, sendo a restante rejeitada; e a injeccdo splitless
(injeccdo sem reparticdo) € uma técnica em que a amostra é injectada na coluna quase
na sua totalidade®®,

Nos equipamentos mais modernos de cromatografia gasosa, como é o caso do
equipamento utilizado para o desenvolvimento deste trabalho (GC/MS/MS), estes dois
tipos de sistemas de injec¢do, podem apresentar-se combinados num Unico sistema de

injeccao, optimizando , desta forma, 0 modo de injeccéo das amostras no sistema.

1.5.4 Processo Extractivo prévio

Mesmo com o desenvolvimento das técnicas analiticas, e consequente aumento da
sensibilidade e da selectividade analitica, como € o caso da GC/MS/MS, amostras
complexas como 0 sangue precisam de um pré-tratamento adequado (extracgdo, pré-
concentracdo e/ou purificagdo), com o intuito de reter todas as substancias
toxicologicamente relevantes e, ao mesmo tempo, eliminar todas as substancias
interferentes’®. A complexidade dos compostos presentes nas amostras reais nao
permite, porém, concretizar este objectivo ideal para cada espécie em particular. Na
pratica, utilizam-se procedimentos sistematicos por grupo de compostos com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes e aceita-se 0 melhor compromisso entre a
eficiéncia do isolamento das substancias-alvo e a sua taxa de recuperacdo, que devera
ser aceitavel e compativel com a gama de trabalho desejada, com a remoc¢do adequada
de interferentes da matriz e com a abrangéncia de uma diversidade de substancias'®.

Ao longo dos tempos, a técnica extractiva tradicionalmente aplicada a investigacao
toxicoldgica foi a extrac¢ao liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction), uma
vez que demonstrava ser adequada para um numero substancial de casos. Contudo, este
método extractivo evidenciava algumas lacunas, como a presenca de interferéncias da
matriz, a formacéo de emulsdes, o uso de grandes volumes de solventes perigosos e de
grandes quantidades de amostra®. Assim, em alternativa a esta técnica, surgiu, em 1970,
a extraccdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction), uma técnica de
ampla aplicacdo actual, que permite a extrac¢do e/ou pré-concentracao de analitos em

matrizes complexas®®’.
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1.5.4.1 Extraccdo em Fase Sdlida

A Extraccdo em Fase Soélida (SPE) consiste num procedimento analitico de
preparacdo de amostras que utiliza um material sélido para retencdo de compostos

3] Esta técnica baseia-se numa

especificos presentes numa determinada amostral
separacao, de modo selectivo, de um ou mais componentes entre duas fases: uma fase
sélida (adsorvente sélido) e uma fase, tipicamente, liquida (amostra), embora também

3940 " Os componentes de

possa ser uma emulsdo, um gas ou um fluido supercritico!
interesse podem ser adsorvidos, preferencialmente, para o sélido ou podem permanecer
na fase liquida e, uma vez atingido o equilibrio, as duas fases sao, fisicamente,
separaveis por decantacao, filtrac&do, centrifugacdo ou por um processo similar*’.

No contexto das actividades do STF-N, os procedimentos extractivos por SPE séo
aplicados rotineiramente a amostras de urina e de sangue total. Estes procedimentos
apresentam um conjunto de vantagens, homeadamente:

v' Boa selectividade, permitindo a escolha do mecanismo de extraccdo mais
adequado & anélise, de acordo com a selecc&o do tipo de enchimento!”;

¥v' Baixo consumo de solventes organicos e, consequentemente, diminuicdo do
volume de residuos e da libertacéio de substancias volateis e perigosas ao ser humano!*!;

v' Elevada reprodutibilidade**?;

v' Eficiéncia de extraccdo tipicamente elevada, com pequenas quantidades de
amostra e possibilidade de automatizagdo do processo com o intuito da manipulagéo

programada de um elevado niimero de amostras!***

v" Pouco morosa!*” e economicamente viavel“?.

O procedimento geral de SPE envolve, geralmente, quatro etapas: condicionamento
da coluna, adigcdo da amostra/retencdo do analito, lavagem da coluna e eluicdo do
analito"®*", representadas na Figura 1.12.

A SPE é uma técnica que sofreu um desenvolvimento ascendente proporcional a
evolucdo dos materiais aplicados como fase soélida, representando uma mais-valia para
este tipo de procedimento, existindo, actualmente, uma grande diversidade de suportes
sélidos disponiveis no mercado. Em alternativa a silica ou derivados da silica, a aplicacao
de fases de natureza polimérica, para processos de isolamento de compostos como este,
ostenta as seguintes vantagens:

v' Sdo estaveis numa gama alargada de pH, ampliando a abrangéncia quer de
amostras de serem passiveis de ser utilizadas, quer de compostos passiveis de serem
isolados;

v Apresentam boa selectividade comparativamente com a utilizagcdo da silica, que
poderia interagir com ides metalicos ou outras espécies catidnicas e, assim diminuir esta

caracteristica;
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¥ Facultam a melhoria da estabilidade e da reprodutibilidade, uma vez que a forma
regular da estrutura das particulas poliméricas apresenta-se mais estavel do que a forma

irregular das particulas de silical*.

1° Condicionamento da Colunal.+3; 2° Adigdo da Amostra/Retengio do
Analitol*.42.441;
Preparacdo da fase solida para a recepcgdo

da amostra, garantindo uma interaccdo Passagem da amostra pela fase sélida,
reprodutivel de retencdo do componente- retendo, & superficie, os analitos de

alvo. Esta operacdo é realizada através da interesse e, eventualmente, algumas
passagem de um ou mais solventes impurezas (interferentes), por efeito de uma
apropriados (organicos, puros ou em ou varias interacces quimicas entre os
misturas) de natureza semelhante a compostos e a fase estacionaria.

utilizada na dissolucdo da amostra.

Amostra ) ) b )

Eluigao

Condicionamento
(@2
Amostra
&
Lavagem

0
T
) & &
& Analito r—_-‘]

# » Interferentes

O
2N G S
&

3° Lavagem da Colunal*?-43; 4° Eluigdo do Analitol40-43.44];

Eliminacdo de substancias interferentes por Permite a dessorcdo selectiva do(s)
eluicdo da coluna, com um ou mais analito(s) da fase solida, através do uso de
solventes de polaridade adequada, um eluente que apresente uma afinidade
melhorando desta forma o isolamento dos adequada com o analito, quebrando as
analitos pretendidos. A adicdo de um ou interaccies analito/ adsorvente.

mais solventes orgdnicos a coluna permite

arecolha das substdncias com as quais

apresentam maior afinidade.

Figura 1.12 Etapas envolvidas na extrac¢do em fase sdlida.

A metodologia extractiva aplicada ao longo deste trabalho utilizou colunas Oasis®

HLB (do inglés, Hydrophilic-Lipophilic-Balanced) da Waters (Figura 1.13), adequadas a

[49]

retencdo na fase solida de espécies polares™, como é o caso dos ADs. A fase solida

destas colunas é constituida por um copolimero (Figura 1.13) de N-vinilpirrolidona
(hidrofilico) e Divinilbenzeno (lipofilica), desenvolvido de forma a permitir um equilibrio
hidrofilico/lipofilico®® capaz de extrair, quer substancias alcalinas quer substancias

S[47,48]

acidas, por um procedimento de extracgao relativamente simple . Os materiais da
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fase solida apresentam uma elevada resisténcia a pH’s extremos (Figura 1.13), uma boa
capacidade de retengdo de compostos polares, e ndo apresentam efeitos negativos
relativamente & secagem ap6s a eluicdo dos analitos!*®..

Oasis® HLB

s

@)
Hydrophilic A @
i N
- Lipophilic i W
RP Retention ‘&G F
DAVIMNTIBEMIEME

Retention of Polars

HAVINTFYRROUDOME
Water-wettable_ HYDROPHILCAPORHILC BALANCE
Stable from pH{0-14)
No silanol interactions Specific Serfoce Area: 810 mi/g, Awerogs Pore Diomater: 80 &

Totol Pore Volsma: 1.3 emd/fg, Avesoge Particls Dicmeter: 30 pm of 50 pm

Figura 1.13 Representacao do copolimero de N-vinilpirrolidona e Divinilbenzeno, constituinte da

coluna Oasis® HLB ¥,

As colunas Oasis® HLB destinam-se a processos de SPE em fase reversa (fase
estacionaria apolar, com interaccfes, analito/adsorvente, de Van der Waals) com
adsorvente universal para compostos acidos, basicos e neutros. A metodologia
experimental aqui associada a pesquisa de varios compostos na mesma amostra deve
ser 0o mais generalista, no sentido de abranger uma grande variedade de

comportamentos exibidos pelos diversos analitos estudados.

1.6 Validagdo de um método analitico

Num laboratério € fundamental a existéncia de meios e critérios objectivos, que
permitam evidenciar, através da validacdo, que os métodos internos de ensaio cumprem
e transmitem resultados crediveis e adequados & qualidade exigidal***”. Um método de
ensaio consiste num processo que envolve manipulacdes passiveis de acumulacédo de
erros, sistematicos e/ou aleatérios, que podem originar uma alteracdo significativa do
valor do resultado final®”. A validacdo de um método de ensaio consiste em demonstrar,
através de evidéncias objectivas (determinadas a partir de amostras similares as

amostras analisadas na rotina do laboratério), que ostenta os requisitos especificos para
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152 Assim, o processo de validagdo deve ter em conta

a aplicacdo a que se destinal
aspectos que visam a possibilidade de automatizacdo, controlo de qualidade nas
vertentes interna e externa, custo de andlise, volume de amostra, bem como a satisfacao
dos requisitos ambientais, de higiene e de segurancal®?.

De forma a respeitar a sua objectividade, e de modo a comprovar a sua
adequabilidade ao método, compete a cada laboratério implementar procedimentos
internos de validacdo que permitam a verificacdo de requisitos essenciais para a
aplicacdo dos procedimentos de ensaio as analises de rotina, sendo assim,

recomendavel a realizagdo das seguintes etapasPt®?*3: ()

definicdo de
responsabilidades para a execucdo do procedimento de validacao; (i) desenvolvimento
de um plano de validacao; (iii) seleccdo do método analitico a validar de acordo com o
objectivo; (iv) estudo do fundamento tedrico do método; (v) estudo dos parametros de
validagdo do ensaio; (vi) documentacdo pormenorizada do procedimento de validagéo,
sob a forma de relatorio; (vii) descricdo e documentagédo pormenorizada do método, sob a
forma de procedimento; (viii) design e documentacdo do procedimento de controlo de
qgualidade interno para o método validado; (ix) validacdo e aprovacao dos documentos
referidos acima; (x) e aplicacédo do método na rotina do laboratério™?.

Em Toxicologia Forense, tal como noutras areas analiticas, a fiabilidade dos
resultados analiticos assume elevada importancia, uma vez que estes constituem um pré-
requisito para uma correcta interpretacdo do resultado analitico, nomeadamente, in vivo
(em Clinica Forense e na acc¢éao de fiscalizacao do estado de influenciado, no ambito do
Cédigo da Estrada) e post-mortem (Patologia Forense)™. Porque o desenvolvimento e a
validagdo de um meétodo analitico é, inevitavelmente, um processo moroso e com
elevados custos associados, compete ao laboratério caracterizar os parametros
relevantes a validacdo de cada método especifico, os quais dependem das
caracteristicas do ensaio (quantitativo ou qualitativo), do tipo e complexidade da amostra,
de ensaios interlaboratoriais realizados ou da experiéncia que o laboratério apresenta
relativamente ao desempenho do método®®®.

No STF-N, o procedimento técnico de validacdo de ensaios®? aplicado baseia-se
num conjunto de normas e guias, desenvolvidos por entidades como a EUROCHEM, a
ISO, a ICH, a TIAFT, a SOFT entre outras, que auxiliam na definicdo de critérios de
aceitacdo e na avaliacdo dos procedimentos aplicados em Toxicologia Forense. A
validacdo da metodologia analitica desenvolvida no STF-N foi orientada de acordo com o
procedimento de validacdo ai implementado, no qual constava o estudo de parametros
considerados importantes para uma avaliacdo profunda do ensaio®. Incluiram-se aqui (i)
Especificidade/Selectividade; (i) Capacidade de Identificacdo; (iii) Eficiéncia da

Extraccdo; (iv) Limites de Deteccdo e de Quantificacdo; (v) Linearidade; (vi) Gama de

o
<
o
)
0
o
o
-
z
N
g
g




trabalho; (vi) Exactiddo: Precisdo (Repetibilidade, Precisdo Intermédia e
Reprodutibilidade), Veracidade e Incerteza da medigcdo; (vii) Robustez; e (ix)
Arrastamento (Carryover).

1.6.1 Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificacao

Os termos selectividade e especificidade sdo frequentemente usados
indistintamente ou de forma errada, especialmente na area dos métodos cromatogréficos,
gue sdo dos poucos métodos analiticos que podem ser considerados verdadeiramente
especificos. Deste modo, torna-se relevante explicitar as diferengcas entre estes dois
conceitos!*®>4,

Uma definicdo pragmatica de selectividade consiste na capacidade para separar,
fisicamente, as substancias de uma mistura recorrendo, por exemplo, a técnicas de

cromatografia®”

. Aboul-Enein aponta que o analista deve promover a selectividade
maxima nos métodos analiticos e propfe, na area da cromatografia, que a selectividade
seja verificada a dois niveis: selectividade da deteccéo e selectividade da separac&o®” 2,
Na primeira terminologia (selectividade da deteccéo), a selectividade é influenciada por
processos que ocorrem em condigbes especificas no detector, como é o caso da
existéncia de interferéncias de compostos. Relativamente a selectividade da separacéao,
esta é estudada através das interac¢gfes que surgem entre o analito e as fases moével e
estacionéria, sendo que estas podem ser influenciadas pelas variagbes na composigao
destas duas fases, assim como por possiveis interferéncias que possam promover uma
mudanca ao nivel do sistema de separacao®’>?.

Segundo Enein (2000) e Ermer (2001), num processo de validagdo, a
especificidade pode ser descrita como a capacidade do método determinar, inequivoca e
individualmente, um analito na presenca de outros componentes cuja presenca seja
expectavel (como por exemplo: constituintes da matriz, impurezas, metabolitos, produtos
de degradacdo, entre outros)®**®%7. A aplicacéo de técnicas de confirmacéo é aqui muito
atil, no sentido em que permite verificar a identidade e a quantidade de analito em
analise. Para a consolidacdo da seguranca de uma técnica analitica aplica-se o estudo
da capacidade de identificacdo, que tem por objectivo a demonstracédo da autenticacdo

do analito a determinar®®.

1.6.2 Eficiéncia de extrac¢ao do analito

Nas metodologias analiticas baseadas na cromatografia, aplicaveis no ambito da

Toxicologia Forense, torna-se necessaria a aplicacdo de uma fase extractiva para cada
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analito, cuja eficiéncia é fundamental conhecer, de forma a ser possivel avaliar as perdas
do analito ao longo desta fase.

Para a avaliacdo deste parametro, o0 modelo experimental representa-se através da
seguinte equacao:

A

Analito (Antes _ da _ Extracgao)

APadréo _Interno(Antes da_ Extraccéo)

0, 3 i —
Yorecuperacdo _ do_ analito sug extractive = %100
AAnalito(Depois_ da _ Extraccéo)
APadrao _Interno(Antes  da_ Extraccéo)
onde:
A (anaiie) - Area do analito
A (Padrao inteno) = Area do padr&o interno
A, - x . i )
Analito (Antes_da_ Extracgéo) - Razdo das éareas das amostras brancas fortificadas antes do procedimento
APadréo_ Interno( Antes_da_ Extrac&o) extractivo.
AAna'itO(Depois_da_Exrraccﬁo) - Razdo entre a area do analito com a amostra fortificada ap6s o procedimento

Apad"éof'memo(Antes_da_Extracgéo) extractivo e a area do padrdo-interno com a amostra fortificada antes do
procedimento extractivo.

Equacdo 1.1 Recuperacdo Extractiva do Analito 2.

1.6.3 Limites de Detecc¢édo e Quantificagdo

Quando se pretende analisar amostras com baixos niveis de analito é importante
saber qual o seu menor valor de concentragéao, ou de outra propriedade, de forma a que
seja possivel a sua deteccdo através do método analitico®. Desta forma, durante a
concretizacdo da validacdo do método, o limite de deteccao permite apenas estabelecer
um limite inferior da gama de operacéo pratica do método®®. Este parametro é, entdo,
definido como sendo a quantidade minima de analito presente numa amostra que pode

ser detectada, mas ndo necessariamente quantificavel como um valor exacto!®®>°%%,

_(33x5S,,)
b

LD

onde:
Sy - Desvio padrao residual da curva de calibragao
b - Declive da recta (sensibilidade)

Equacao 1.2 Limite de Deteccao (LD) .
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O limite de quantificacéo (LQ) corresponde a concentra¢cdo minima do analito numa
amostra que pode ser determinada com exactiddo (precisdo, veracidade e incerteza da
medic&o) aceitavel*®®%*®? (Equacso 1.3).

L0- 10xS,,,)
b
onde:
Sy - Desvio padréo residual da curva de calibragao

b - Declive da recta (sensibilidade)

Equac&o 1.3 Limite de Quantificacdo (LQ) ®*.

1.6.4 Linearidade e Gama de Trabalho

A linearidade de um método analitico define-se como sendo a capacidade do
método de, dentro de uma determinada gama de concentracdes, obter sinais analiticos
directamente proporcionais & concentracéo do analito na amostra®®3,

A gama de trabalho, ou gama dinamica, de um dado método corresponde ao
intervalo de concentracbes em que se verifica essa resposta linear, apresentando um
limite minimo e um limite méximo (Figura 1.14). No limite minimo da gama de
concentracdes, os factores limitantes sdo os valores dos limiares de detecgédo e/ou
quantificac&o®®, apesar de, em determinadas situacdes, estes factores serem os valores
de referéncia correspondentes a concentracdo minima da gama terapéutica. No limite
maximo, a gama de concentracdes corresponde, normalmente, ao limite de linearidade.
Contudo, este limiar dependera de varios factores, de acordo com o modo de resposta do

instrumento®®

, assim como também poderd depender das necessidades inerentes a
legislacdo ou normas.

A maioria dos equipamentos de deteccdo existentes estabelece a sua faixa
dindmica linear. Desta forma, torna-se necessario verificar até que ponto a gama de
concentracdes do analito coincide com a faixa dindmica linear e, assim, assegurar que

nenhum outro fenémeno tenha impacto indesejavel na resposta do método™..
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LL

‘/ Declive (sensibilidade)

Sinal
(Respostado Equipamento)

Legenda:

Gama Dinamica LD - Limite de Deteccao

1Q — Limite de Quantificacdo

LL - Limite maximo da Linearidade

Sinal pancoy =

Concentragao do Analito

Figura 1.14 Gama Dinamica de uma resposta analitica .

A quantificacdo requer que se conheca a relacdo entre a resposta medida e a
concentracdo do analito, expressa na Equacgéo 1.4. Especialmente em técnicas de
cromatografia gasosa, como GC/MS/MS, é frequente a adicdo de uma quantidade fixa de
um padréo (padréo interno, PI) que tem por fim a comparacao relativa com o analito, sem
interferir com a resposta do mesmo. Este procedimento elimina as flutuagfes inerentes
ao processo experimental, como erros ou alteragdes no volume de amostra injectado,
variagbes na resposta do detector, e alteracdes da coluna cromatografica (ndo muito
significativas) que possam ocorrer ao longo de toda a analise!®. Atenua, ainda, os efeitos
causados pela matriz, originando, por isso, resultados mais exactos e precisos, sem
evidéncia de erros sistematicos.

O PI utilizado deve perfazer um conjunto de requisitos. Incluem-se aqui varios

aspectos, como (i) ndo estar presente na amostra®: (ii) possuir um tempo de retencéo

63]

proximo do analito®, (iii) ser detectavel, estavel e quantificivel sob as mesmas

condicBes de analise®®; e (iv) ser quimicamente similar ao analito, de modo a n&o
interferir com a amostra ou coeluir com os componentes que a constituem®.
Relativamente a fendmenos de coeluicdo, é importante referir que este problema néo se
coloca na técnica utilizada neste trabalho. A utilizacdo de MS como sistema de deteccéo
permite a identificagdo dos compostos coeluidos através da monitorizacdo dos sinais
analiticos correspondentes aos iBes-diagndstico de cada composto, entendendo-se como
idbes-diagndéstico aqueles que no espectro de massa contribuem para a identificacdo

inequivoca do composto que Ihes deu origem.
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y=ax+b

onde:

y — Resposta medida (area do pico)

X — Concentracéo do analito

a — inclinag&o da curva de calibragéo = sensibilidade
b — ordenada na origem

Equacéo 1.4 Equacao da recta 7.

No STF-N, tal como indicam as boas praticas laboratoriais, sao utilizados como PI
compostos deuterados incluidos no grupo de substancias que se pretende estudar. Estes
podem exibir propriedades particulares, como efeitos isotépicos na cinética da reacgéo
quimica e diferentes propriedades fisicas entre hidrogénios analogos!®®.

A linearidade de um método pode ser observada pelo gréfico dos resultados
experimentais em funcdo da concentragdo do analito ou entdo através do modelo de
regressdo linear simples, determinada a partir do método dos minimos quadrados*®. O
método dos Minimos Quadrados é uma técnica matematica de optimizagédo que procura
encontrar o melhor ajuste para um conjunto de dados, de forma a minimizar a soma dos
guadrados das diferencas (valores residuais) entre o valor estimado e os dados obtidos.
Este ajuste obriga a que o factor imprevisivel (erro) seja distribuido aleatoriamente, ou
seja, de modo a que se verifique uma distribuicdo normal (distribuicdo Gaussiana)®” e
independente.

A confirmagédo da existéncia de uma relacdo linear pode ser efectuada através da
anélise do coeficiente de correlacéo linear (%), devendo apresentar um valor superior a
0,99%2 Este método pode ser considerado livre de tendéncias (unbiased), ou seja, livre
da combinag&o de erros aleatorios e sistematicos, desde que o intervalo de confianga da

recta da regressdo linear englobe a origem!*!

, uma vez que a intercepcdo na origem
deve incluir o valor zero para um grau de confianca de 95%"?. Este estudo pode,
também, ser efectuado através de uma avaliacdo estatistica, a partir de um conjunto de
pares de valores ordenados onde € calculada a funcéo de calibrag&o linear (norma ISO
8466-1 para modelos lineares) e a funcéo de calibracdo n&o linear (norma ISO 8466-2
para modelos polinomiais de 2° grau), bem como os respectivos desvios padréo residuais
(Syx para a funcéo linear e S, para a funcdo néo linear). A relacdo entre estas duas
fungbes pode, entdo, ser avaliada através da diferenca de variancias (Equacgéo 1.5) e
subsequente comparagdo do valor teste (PG, Equacdo 1.6) com o valor tabelado da
distribuicdo F de Fisher para n-1 graus de liberdade e um nivel de confianca de 95%°%2.

Para valores de PG =< F, a regressdo ndo linear ndo conduz a um ajuste
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significativamente melhor, logo a funcéo de calibracéo é linear® %3, enquanto para PG >
F, a funcdo de calibracdo é nao linear, devendo ser avaliada a possibilidade de reduzir a
gama de trabalho e o teste de linearidade repetido®>*Z,

DE* = (N-2\58 —lN—3|.Sj.

2
¥
A
onde:

D% —Diferenca de variancias
M —Mamero de padries de calibracio

52 ey - Variancia da funcéo linsar

S% —Variancia da funcdo ndo lingar

Equac&o 1.5 Diferenca de Variancias (DS?) 7.

DS?

y

PG

onde:
PG — valor teste

DS? — Diferenca de variancias

S22 — Variancia da fungéo n&o linear

Equac&o 1.6 Valor teste (PG) 7.

1.6.5 Exactidao

A Exactiddo (Figura 1.15) relaciona-se com a Preciséo (Fidelidade) e a Veracidade
(Justeza), tal como indicado na Figura 1.15 ®2%8 A Exactiddo corresponde & expresséo
da influéncia da Precisdo e da Veracidade no resultado analitico, sendo que, quanto
melhor a performance do ensaio nestes dois parametros, melhor serd a exactidao, e
consequentemente, menor serd a incerteza®. A Veracidade de um método analitico
define-se como sendo o grau de concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor
de referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro!*®®®. Quando aplicada a uma
série de resultados de ensaio, implica uma combinacéo de erros aleatérios e sistematicos
(tendéncia ou, em inglés, bias)“*®®. A Precisdo (descrita abaixo com mais pormenor) de
um dado método analitico avalia o grau de concordancia entre uma série de medicées
obtidas a partir de uma mesma amostra homogénea, de acordo com determinadas

condicées definidas que caracterizam o tipo de previséo avaliadal®®®”.
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Figura 1.15 Relac&o entre Exactiddo, Precis3o e Veracidade '*®.

1.6.5.1 Precisao

A Preciséo, designada por Fidelidade segundo o Guia ISO/IEC 99:2007 (VIM), pode
ser considerada a trés niveis: repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade,
sendo que para o seu estudo devem ser utilizadas amostras auténticas e homogéneas.
Nos casos em que isto ndo é possivel, este parametro podera ser avaliado com recurso a
amostras preparadas no mesmo tipo de matriz ou a partir de solucdes®®®”. A precisdo
expressa-se sob a forma de variancia, desvio padrdo ou coeficiente de variacdo, sendo
estudada em condicbes especificas para cada um dos niveis referidos
anteriormentel®%6-62,

Segundo o VIM, a repetibilidade, num laboratério, refere-se a preciséo avaliada em
condi¢cbes de medigcdo idénticas, ou seja, andlises efectuadas pelo mesmo operador,
procedimento de medicdo, condi¢cdes operativas e localizagdo, sistemas de medicédo e, a
partir de medicdes repetidas no mesmo objecto ou objectos similares, durante um curto
intervalo de tempo.

A precisdo intermédia refere-se ao estudo intra-laboratorial da precisdo avaliada

segundo um conjunto de condi¢cdes de medi¢do que incluem o mesmo procedimento de
medicdo, no mesmo local e com medi¢Bes repetidas do mesmo objecto ou objectos
similares, durante um intervalo de tempo alargado, mas que pode incluir outras condi¢des
gue se fazem variar, nomeadamente, novas calibra¢des, padrdes, operadores, sistemas
de medicdo, bem como diferentes equipamentos extractivos®?.

Relativamente a avaliacdo da precisao em condicdes de reprodutibilidade, a técnica

€ aplicada noutro laborat6rio e a precisdo define-se como sendo o grau de concordancia
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entre os resultados das medigdes de um mesmo mensurando, efectuadas sob variagéo
de algumas condi¢Bes de medicdo (diferentes laboratérios, operadores e sistemas de
medicdo e com medicBes repetidas no mesmo objecto ou objectos similares). Estas
metodologias descritas devem ser entendidas como recomendacdes, devendo-se optar
pelas metodologias que melhor se adaptam as particularidades de cada ensaio.

A preciséo intermédia e a repetibilidade (com o respectivo limite) podem, garantidas
as condicdes especificas, ser determinadas por diferentes abordagens®. O modelo da
norma ISO 5725 e a andlise de variancias através da ferramenta estatistica ANOVA®®
permitem obter os valores de repetibilidade e o seu limite, assim como os valores da
precisdo intermédia. Contudo, para o estudo da precisédo intermédia através da aplicacao
da norma ISO 5725 é exigido um alargado periodo de tempo para a recolha de todos os
dados, ou seja, esta norma implica que, para todos os compostos, seja efectuado o
estudo de 10 sub-gamas, num numero estatisticamente aceitavel. Para a aplicagdo da
ferramenta estatistica ANOVA também estéo associados alguns constrangimentos, uma
vez que esta abordagem requer um conjunto de condi¢bes como diferentes operadores,
diferentes equipamentos e diferentes sistemas de medi¢do. Justifica-se assim, o estudo
da precisdo em condi¢Bes idénticas as existentes em ambiente de rotina no inicio da vida
atii de um procedimento de ensaio no STF-N, nomeadamente, condicdes de
repetibilidade (um operador e duas réplicas)®?.

Desta forma, a estimativa deste parametro foi efectuada pela avaliacdo da precisdo
em condi¢Bes de repetibilidade (s,) através do estudo do comportamento do coeficiente
de variacdo, em dois niveis de calibracdo representativos da gama de trabalho. O
coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV,, usualmente expresso em %), para cada
sub-gama pode ser determinado a partir da Equacéo 1.7.

1 :
I = Exzj-l I-.},_}'l — Y F
onde:
t- Mumero de amostras analisada
Wy - Valor obtido para a aliguota 1
¥z - Valor obtido para a aliquota 2

Equac&o 1.7 Desvio-padrdo da Repetibilidade “9¢%.
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CV, (%)= % X100

onde:

X — Média dos valores das amostras para cada sub-gama

S; - Desvio-padréo obtido da repetibilidade (Equacéo 1.7)

Equacdo 1.8 Coeficiente de Variaco da Repetibilidade 2.

A estimativa do desvio-padrdo da repetibilidade, s;, pode ser usada para o célculo
do respectivo limite que devera ser usado como critério de aceitacdo de um resultado
médio obtido através da execucao do procedimento de ensaio para as duas réplicas
analisadas®™. O limite de repetibilidade representa a diferenca absoluta entre dois
resultados obtidos em condi¢des de repetibilidade. Para ensaios com duplicados, com um
intervalo de confianga de 95%, a ISO 5725-6 propde uma forma simples para a

determinagé&o do limite de repetibilidade, r, através da seguinte equagao:

r=28xs,

onde:
[67].

1

f(n=2)= 2,8 (Factor de gama critico para o intervalo de confianga de 95%)

S, - Desvio-padrao da repetibilidade (Equacéo 1.7).

Equac&o 1.9 Limite de Repetibilidade (r) 7.

1.6.5.2 Veracidade

A veracidade pode ser expressa quantitativamente através do erro de veracidade
gue pode abranger varios niveis do sistema analitico, nomeadamente, as séries
analiticas, o laboratério e o0 método analitico. Quanto menor o erro de veracidade maior
sera a veracidade da medigéo®?.

ApOs a validacdo e a implementacdo do ensaio na rotina do laboratorio, a
veracidade deve ser monitorizada regularmente. Desta forma, o estudo deste parametro
pode ser efectuado simultaneamente com a analise de amostras de rotina funcionando
neste caso como mecanismo de controlo interno de qualidade.

A avaliagéo do erro de veracidade pode ser efectuada a partir da analise do uso de
Materiais de Referéncia Certificados (MRC)“®, através da andlise de materiais de

referéncia (materiais caracterizados pelo produtor, ndo acompanhados pela respectiva
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determinagdo da incerteza; materiais caracterizados no laboratério ou materiais
provenientes de ensaios inter-laboratoriais) ou a partir de ensaios de recuperacao®®?.

Na auséncia dos MRCs e dos materiais de referéncia, o erro de veracidade pode
ser avaliado através de ensaios de recuperacdo em amostras brancas e amostras
fortificadas, com o intuito de investigar a existéncia de erros sistematicos e de definir

factores de correccao®™

. Quando a veracidade do método é avaliada através da analise
de amostras sem o analito nativo, as quais foi previamente adicionada uma quantidade
conhecida de analito, a recuperacdo média, R_, do método pode ser determinada

através da Equacao 1.10.

ﬁ _ Cobs
"C
fortificada
onde:

60 ps ~ Concentragdo média de uma série de analises de amostras fortificadas (ng/mL);

C

fortificada — CoONcentragéo da amostra fortificada (ng/mL).

Equacéo 1.10 Recuperagdo média do método 521,

1.6.5.3 Incerteza da Medicédo

A Incerteza da medicdo € um parametro associado ao resultado de uma medi¢éo
de uma determinada grandeza, que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a

mensuranda a partir das informacées usadas®Z.

De acordo com o Guia para a
Quantificacdo da Incerteza em Ensaios Quimicos (IPAC), para a quantificacdo da
incerteza da medi¢do sao, vulgarmente, aplicaveis as seguintes abordagens:

v" Abordagem “passo a passo”, “componente a componente”, ou seja, subanalitica;

v" Abordagem baseada em informacao interlaboratorial;

v" Abordagem baseada em dados da validagcdo e/ou controlo da qualidade do
método analitico recolhidos em ambiente intralaboratorial.

Quando possivel, o laboratorio pode utilizar resultados de ensaios interlaboratoriais
(EILs), com o intuito de estimar a incerteza associada aos resultados reportados. Uma
vez participando em ensaios interlaboratoriais, em que é usado o mesmo método
analitico pelos vérios participantes, o desvio padrdo da reprodutibilidade sgr (associado
aos resultados dos diversos laboratérios com desempenho satisfatério) quantifica a
incerteza padrao, u(y)".

A aplicagdo de linhas de orientagdo interlaboratorial e intralaboratorial s&o

vantajosas para os laboratdrios acreditados pela norma ISO/IEC EN NP 17025, uma vez
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gue permite uma majoracdo da estimativa da incerteza associada ao resultado,
salvaguardando, assim, as expectativas do clientel™.

A quantificacdo da incerteza da medicdo baseada em dados de validagdo e/ou do
controlo interno da qualidade (Precisdo em condicdes de Repetibilidade e Erro de
Veracidade) consiste na utilizagcdo de parametros do desempenho global do método,
estimados em ambiente intralaboratorial, para a quantificacdo de grande parte da
incerteza associada ao ensaio. Nesta abordagem, as componentes de incerteza séo
combinadas como componentes independentes de uma expressdo multiplicativa ou, em
casos particulares, como componentes de uma expressao aditiva, dependendo do facto
de se considerar uma gama variada ou uma gama estreita de concentragdes,
respectivamente!’”.

Usualmente, nos ensaios quimicos, a precisdo estimada em condi¢cbes de
repetibilidade é a componente maioritaria da incerteza global, pelo que necessita de ser
devidamente avaliada em todo o &mbito de aplicagdo do método. Desta forma, e de modo
a gque a incerteza associada a repetibilidade (Equagéo 1.11) seja 0 mais realista possivel,
€ recomendavel que esta seja avaliada em condicdes idénticas as que serdao
condicionantes em ambiente de rotina.

u S

precisdo — “r

onde:

S, - Desvio-padrao da repetibilidade (Equacéo 1.7).

Equacéo 1.11 Incerteza associada a Repetibilidade [7o1,

Y

A incerteza-padrdo, u(R_ ), que estd associada a recuperagdo média, R_,

parametro que permite a avaliacao da veracidade do método (Equacao 1.10), consiste na
funcdo da incerteza associada a fortificacdo da amostra e traduz-se na Equacao 1.12.

=2

2
2

Sobs N U(Coriiicada)
NnxC

u(R,)=R, x (
obs c fortificada

onde:

Sops — Desvio-padréo de uma série de analises de amostras fortificadas;

n — Numero de andlises da amostra fortificada;

u (Cfortificad a) - Incerteza padréo associada ao teor das amostras fortificadas.

Equacao 1.12 Incerteza associada a fortificagdo da amostra [0,
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Através de uma seleccdo cuidada dos padrdes e das operagfes gravimétricas e/ou
volumétricas envolvidas na fortificacdo da amostra, o Ultimo termo da equagdo acima
representada [U(Cyoriificada)/(Crortificada)] POdE ser considerado desprezavel. Para além desta
consideracdo, dado que um laboratério deve ter disponiveis resultados da andlise de
amostras fortificadas a diversas concentragdes, 0 termo [s%s/(NXT%ws)], deve ser
substituido pela variancia associada as recuperacdes individuais estimadas a dividir pelo
ndmero de ensaios realizados, ou seja, deve ser substituido pelo termo (s%/n). Desta

forma, a incerteza associada a veracidade pode ser obtida pela Equacéao 1.13.

onde:

Rm — Recuperacédo média do analito;
Srecup - DesVio-padrédo da recuperagdo do analito;

n - Numero de andlises da amostra fortificada.

Equacédo 1.13 Incerteza associada a Veracidade [0,

As componentes de incerteza-padrdo relativa estimadas a partir dos dados de
validagdo e/ou do controlo da qualidade do ensaio, devem ser combinadas, tendo como
base a Lei da Propagacédo das Incertezas (Equacédo 1.13). Quando o método é aplicavel
a uma abrangente gama de concentracdes, como é comum no STF-N, as componentes
de incertezas devem ser contabilizadas como componentes independentes de uma
expressao multiplicativa, e sempre que as incertezas associadas a precisao avaliada nas
condi¢cdes de repetibilidade e a veracidade sdo estimadas recorrendo a um numero
elevado de ensaios experimentais, a incerteza expandida combinada (Equacgdo 1.14)
pode ser estimada, para um nivel de confianca aproximadamente igual a 95%,

multiplicando u(y) por um factor de expanséo (k) igual a 2 "%,

H|y|=}}}<.|||5'r |2 +IHI§M |F
andg:

y— grandeza avaliada (exemplo: concentracio conhecida);
5.~ Desvio-padrio da repetibilidade (Equacio 1.7);
YR+ - Incerteza associada & Veracidade.

Equacédo 1.14 Incerteza padrédo combinada, de uma determinada grandeza y 7ol
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Ul_ylzkxulyl
ands:

k- factorde expanséo (k=2);
uivl-Incereza padrao combinada, de uma determinada grandezav.

Equacgdo 1.15 Incerteza expandida combinada [ro1.

1.6.6 Robustez

A robustez é a medida da capacidade de um método para permanecer inalterado
apos a introducdo deliberada de pequenas alteracdes nos seus parametros, fornecendo
informacdes sobre o comportamento do método em condicdes normais de utilizag&o™ .
Um método diz-se robusto caso se revele (praticamente) insensivel a pequenas

variacbes que possam ocorrer quando este esta a ser executado*?.

1.6.7 Arrastamento

Em Toxicologia Forense pode ser frequente a andlise de amostras em que 0s
compostos de interesse se encontram em concentracdes elevadas, sendo que, por esta
razdo, a avaliacdo deste pardmetro ndo pode ser negligenciada e, no caso da
confirmacao da ocorréncia de arrastamento, deverdo ser adoptadas medidas correctivas,
de forma a elimina-lo®®2.

A avaliacdo do arrastamento (Carryover) consiste em verificar se um analito pode
transitar de uma mistura reaccional para outra & qual ndo pertence”™, ou seja, uma
amostra com uma elevada concentracdo de analito pode influenciar o resultado obtido na
amostra seguinte, e eventualmente, conduzir a um resultado “Falso Positivo”. Este
parametro pode ser avaliado simultaneamente com qualquer um dos parametros

referenciados anteriormente.

1.6.8 Sistema de Controlo de Qualidade

Para qualquer método a ser utilizado em andlises de rotina, deve ser projectado e
implementado um plano de Controlo de Qualidade (Interno e Externo)®?. Qualquer
analise quimica esta sujeita a erros, sendo essencial prevenir 0 seu aparecimento
(Garantia da Qualidade - GQ) e controlar a sua ocorréncia (Controlo de Qualidade — CQ),
de modo a garantir e melhorar a eficacia do Sistema da Qualidade (SQ) adoptado!™?.
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O Controlo de Qualidade é uma ferramenta essencial para garantir a confianca
entre os clientes e os fornecedores, pois a “Qualidade” consiste no conjunto de atributos
e caracteristicas de uma entidade ou produto que determinam a sua aptiddo para

satisfazer necessidades e expectativas da sociedade!”

. Para se verificar a garantia da
gualidade e o controlo da exactiddo dos resultados no dia-a-dia, torna-se necessario
avaliar, pontualmente no tempo, a veracidade dos resultados (Controlo de Qualidade
Externo) e controlar continuamente a precisdo (Controlo de Qualidade Interno) entre
estas avaliacdes!’.

O plano de Controlo de Qualidade (Interno e Externo) a ser projectado e
implementado deve ter em conta algumas recomendacBes como a seleccdo, o
manuseamento e a andlise de padrbes/amostras brancas fortificadas de controlo de
gualidade; o tipo e frequéncia dos controlos e calibragbes; o tipo e a frequéncia dos
testes de adequacdo do sistema, assim como o tipo e a frequéncia da analise de

amostras de controlo de qualidade interno incluidas no modelo das séries de trabalho®®?.

1.6.8.1 Controlo de Qualidade Interno

O Controlo de Qualidade Interno define-se como um conjunto de mecanismos
capazes de garantir a verificagdo da conformidade de parédmetros predefinidos para
aceitacdo dos resultados de ensaios, cuja metodologia se adapta a diferentes tipos de
procedimentos de ensaiol’?. Os procedimentos de ensaio dividem-se em procedimentos
de rastreio, em procedimentos de confirmagdo qualitativa e em procedimentos de
guantificacéo.

O controlo de qualidade interno aplicado aos procedimentos de confirmacéo
gualitativa de medicamentos antidepressivos consiste na verificacdo dos seguintes
parametros relacionados com a separagado cromatogréfica:

v Conformidade do tempo de retencéo relativo;

v' Conformidade do tempo de retencéo!™.

No ambito do controlo de qualidade interno, na deteccdo por espectrometria de
massa, em modo SIM, os parametros analisados, qualitativamente, sdo!:

¥" Monitorizacdo de trés ides com intensidade significativa no espectro;

¥v" Andlise das intensidades relativas para os trés ides-diagnéstico seleccionados
agquando da validacéao do procedimento de ensaio, sendo que, para o caso da tecnologia
em estudo, ou seja, GC/MS/MS, os trés ides-diagnéstico devem incluir o ido-precursor.

¥v" Andlise do valor da razéo sinal/ruido para o ido-diagnéstico menos intenso;

v" Aceitacdo dos resultados qualitativos obtidos para dois niveis de controlo e

uma amostra branca.
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Relativamente ao controlo de qualidade interno aplicado aos procedimentos de
ensaio de quantificacdo sdo estudados parametros como a conformidade com o limite de
repetibilidade; a aceitacdo, em cartas de controlo, dos resultados quantitativos obtidos
através dos resultados relativos a dois niveis de controlo; a aceita¢cao do resultado obtido
através da injec¢do cromatografica de uma amostra branca e a aceitacdo da curva de

calibracdo para a quantificacéo, contemporanea a anélise das amostras!™.

1.6.8.2 Controlo de Qualidade Externo

As accOes do controlo de qualidade externo sdo accdes que permitem evidenciar
um dos objectivos da acreditacdo de um laboratério, ou seja, a comparabilidade de
resultados. Estas englobam:

= 0 uso de Materiais de Referéncia Certificados (MRC) ou padrdes equivalentes!’:;

= a participacdo em EILs apropriados, nomeadamente de aptiddo, que apresentam
como objectivo a avaliagcdo do comportamento dos laboratérios!’>",

Um MRC é obtido por um processo tecnicamente vdlido, contendo um valor de
concentracdo, ou outra grandeza, com uma incerteza associada, e fazendo-se
acompanhar por um certificado ou outro documento produzido pela entidade certificadora.
O objectivo deste processo é avaliar o desempenho do laboratério, sendo que, quando o
valor obtido ndo se encontra dentro do intervalo da incerteza indicado para o valor
certificado, o laborat6rio deve procurar averiguar as causas desse desvio e, assim, tentar
elimina-las ou aceita-las, dependendo dos critérios de aceitacéo implementados™?.

A participacdo em EIL permite ao laboratério uma evolucdo técnica, uma vez que
implica trabalhar com amostras que vao sendo diferentes e cujo valor correcto é

desconhecido!™.
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2 Descricao Experimental

O presente trabalho experimental foi desenvolvido nas instalacbes do STF-N,
tendo-se utilizado os equipamentos e 0s materiais, reagentes e consumiveis ai

disponiveis.

2.1 Instrumentacao e Material

Os estudos cromatograficos foram realizados num Cromatégrafo gasoso Varian GC-450,
acoplado a um espectrémetro de massa Varian 300-MS, com um detector triplo
quadrupolo e com um auto-amostrador Varian CP-8400. Foram ainda utilizados outros
equipamentos para o tratamento de amostras, nomeadamente uma centrifuga Rotofix
32A da Hettisch, um evaporador rotativo (CentriVap Concentrator da LABCONCO), um
extractor automatizado de SPE GX-271 ASPEC™, da Gilson® e um Vértex V-3, 12VDC
700 mA, ELMI Sky Line. A grande parte das manipulag6es foi realizada huma Camara de
Fluxo Laminar VFRS 1806 da DanLaf.

Entre os varios materiais utilizados neste trabalho incluem-se colunas SPE Oasis HLB® 3
cc, da Waters™, filtros de seringas 0,45 um GHP Acrodisc 13, da Pall™, Vials WO Screw
Vial (32x12 mm) de 2 mL, tubos de ensaio de fundo redondo (12x120x0,8 mm e
12x75x0,8 mm) e micropipetas de volume variavel e pontas respectivas: (0,5-10 yL) da
VWR™ 200 L da Gilson e (10-100 uL) e (100-1000 uL) da Rainin.

2.2 Reagentes e Padrdes Analiticos

Neste estudo, todas as solu¢des aquosas utilizadas foram preparadas com agua

desionizada adquirida a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore®. Os
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reagentes utilizados foram listados na Tabela 2.1, conjuntamente com as suas férmulas

quimicas, fornecedores e referéncias em catalogo.

Tabela 2.1. Produtos quimicos utilizados em laboratério.

. ’ P Fornecedores Peso
Tipo de Produto Produto Formula Quimica .
e Referéncia | Molecular
: Merck 88.12
Acetato de Etilo C4HgO, (1.00868.1000)
Solventes e Reagentes Merck
i 32,05
Metanol, Gradient Grade CH3;0H (1.06007.1000)
Agua Ultrapura H,O Millipore 18,02
Colisao Argon Ar Air Liquide 39,95
Gases
Arrastamento Hélio He Air Liquide 4,00
Amitriptilina C,oH23sN'HCI Cerilliant (A-923) 313,90
Citalopram C,oH21FN,OHBr | Cerilliant (C-095) 405,34
Clomipramina C1gH23N,Cl Cerilliant (C-903) 314,89
Dotiepina Ci9H21NS Cerilliant (D-908) 295,48
N-Desmetilclomipramina C1gH21CIN,HCI Cerilliant (D-916) 337,32
Fluoxetina C17H1gFsNO'HCI Cerilliant (F-918) 345,82
~ o Imipramina C19H24N,HCI Cerilliant (1-902 316,91
Padrdes analiticos de P 191124172 (--902)
ADs
Maprotilina CyoH23sN'HCI Cerilliant (M-920) 313,90
(solugbes em metanol a
1000 ppm) Mianserina CagHooN,HCI | Cerilliant w-910) | 30086
Mirtazapina Cq7H19N3 Cerilliant (M-128) 265,39
Nortriptilina C19H2 N'HCI Cerilliant (N-907) 299,87
Paroxetina C1oH20FNO3 C4H,40, | Cerilliant (P-916) 445,48
Sertralina C,7H17C1,N'HCI Cerilliant (S-021) 415,93
Trimipramina CooH2sN> Cerilliant (T-904) 294,48
Venlafaxina C17H27NO,HCI Cerilliant (V-004) 313,91
i ina- ill X 317,89
Pls de ADs Clomipramina-d3 C19H20oCID3N, Cerilliant (C-901)
(solugbes em metanol a
100 ppm) Trimipramina- d3 CaoH23D3N, CaH,O, | Cerilliant (T-071) | 297,48
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2.3 Amostras

Sendo um dos objectivos do presente trabalho a validacdo de uma metodologia
analitica destinada a integracdo em analises de rotina do STF-N, o tipo de amostra
seleccionada teria que ser representativa da realidade presenciada no laboratério. Desta
forma, as amostras usadas para o estudo da validagdo desta metodologia resultaram de
amostras procedentes do Instituto Portugués do Sangue (IPS), com excepcdo das
amostras empregues no estudo da Especificidade/Selectividade, nas quais sdo aplicadas
pools de amostras de sangue total referentes a processos do STF-N que respeitam os

prazos legais para a sua eliminacao.

2.4 Pré-preparagdo das amostras e das solucdes de trabalho

De acordo com os factores interferentes que foram citados na Tabela 1.1 do
Capitulo 1, todas as amostras biolégicas recebidas no STF tém que ser conservadas e
armazenadas segundo o procedimento de recepcdo de amostras. Assim, as amostras
biol6gicas (como o0 sangue), ap0s a sua recepg¢ao, sdo conservadas e armazenadas a
temperatura de -20°C. Antecipadamente a sua utilizagdo, as amostras de sangue sao
descongeladas e homogeneizadas por agitacdo num vortex.

A partir das soluc¢des-stock, descritas na Tabela 2.1, foram preparadas solugfes de
trabalho individuais para todos os analitos em estudo, através da diluicdo em metanol, de
forma a obter solu¢gdes com uma concentragdo de 5,0 mg/L.

Para a validacdo do método analitico foram escolhidos como padrdes internos os
compostos deuterados Clomipramina-d3 e Trimipramina-d3, uma vez que estes
apresentam um comportamento semelhante aos analitos em analise durante o processo
extractivo, a separacdo cromatogréfica e o processo de ionizacdo, sendo que a razéo de
massa entre o padrdo interno e o analito, ndo é afectada por qualquer uma destas

operacdes!™.

2.5 Extraccdo em Fase Solida

O procedimento de SPE foi aplicado a amostras de sangue total fortificadas com os
compostos estudados (Tabela 2.1) e desenvolvido através da utilizacdo de colunas

Oasis® HLB, conforme indicado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Procedimento extractivo aplicado a amostras de sangue total com colunas Oasis

HLB®.

Aparelho

Figura 2.1 Extractor automatizado de SPE GX-271 ASPEC™, da Gilson®[™®!.

Coluna de Extracc¢édo

Oasis HLB® 3 cc da Waters

Procedimento

Preparacdo da Amostra

v" Homogeneizagao através de um vortex.

v Centrifugag&o a 4000 rpm durante 30 minutos.

Extrac¢cdo em Fase Sélida (SPE)

Condicionamento da coluna
2 mL de metanol

N

Equilibrio
2 mL de agua ultra-pura

¥

Adigdo da amostra
1 mL de amostra
diluido em
4 mL de agua destilada e desionizada

A4

Lavagem da coluna
2 mL de metanol em agua a 5%

A

Eluicdo
2 mL de metanol

Filtragdo dos eluatos

v Filtragdo dos eluatos através de seringas de 1 mL U-100 Insulin e
filtros de seringas 0,45 pm GHP Acrodisc 13, da Pall.

Evaporacéo

v/ Evaporacdo a secura, num evaporador rotativo, a 45°C durante 2

horas, sob vacuo.

Retoma dos Extractos
v" Retoma do extracto em 100 pL de metanol.

v Transferéncia dos 100 puL para um insert de reacgéo introduzido no

interior de um vial de injeccao cromatografica.
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2.6 Condi¢cdes Cromatogréficas

A Tabela 2.3 descreve, pormenorizadamente, os parametros analiticos aplicados ao

sistema de GC/MS/MS. A aquisicdo dos sinais cromatograficos foi realizada através da

utilizacdo do Software MS Workstation version 6.9.2. e os espectros de massa obtidos

em SCAN foram comparados com a base de dados, NIST MS Search 2.0, disponiveis no

equipamento.

Tabela 2.3. Parametros Analiticos do Sistema GC/MS/MS.

Temperatura 250°C
Volume da Amostra 2,0 uL
Injector
Modo de Injecgao Split
Presséo 10,4 psi
Capilar, Factor Four VF 5ms 0,25mm/30m/0,25 um
Coluna
Fluxo Constante 1,0 mL/min
Temperatura Inicial/Final 100°C/ 295°C
Rampa de Temperaturas
350 I
10°
300
= 25
5 B0 //
E o0 fm'c/ 7°Clmin
Forno Rampa de Temperaturas %
10 AeCimin
E L
E 100 ¢ i
50
0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
Tempo (min)
Tempo Total de Corrida 29,07 min
Linha de Transferéncia 280°C
Temperatura do Quadrupolo 40°C
Temperatura del Fonte de 250°C
lonizagao
MS

Modo de lonizagéo

El (Electron Impact)

Solvent Delay

7,50 min

Parametros de Aquisicdo

Quadl: Modo SIM (Selected lon Monitoring)
Quad3: Modo SIM (Selected lon Monitoring)
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3 Resultados e Discussao

O trabalho apresentado refere-se ao desenvolvimento e validagdo de um método
analitico baseado em GC/MS/MS para a determinacdo de diferentes classes de ADs em
amostras de sangue total. O seu desenvolvimento teve como finalidade a sua aplicagédo
nas determinacdes efectuadas no STF-N, no &mbito das analises toxicologicas de rotina.

Os analitos incluidos neste estudo sdo os ADs mais pertinentes do ponto de vista
da toxicologia forense e pertencem as classes dos Triciclicos e afins (Amitriptilina,

Clomipramina, Dotiepina, N-Desmetilclomipramina, Imipramina, Maprotilina, Mianserina,

Mirtazapina, Nortriptilina e Trimipramina), Inibidores selectivos da recaptacdo da

serotonina (Citalopram, Fluoxetina, Paroxetina e Sertralina), e Inibidores selectivos da

recaptacdo da serotonina e da noradrenalina (Venlafaxina). Incluiram-se ainda os

compostos deuterados Clomipramina-d3 e Trimipramina-d3 como Pls.

De acordo com o indicado na secg¢do 1.6, a validagdo do método analitico
desenvolvido para a determinagdo de ADs consistiu na avaliagdo de parametros de
validacdo exigidos pelo STF-N. O tratamento dos dados experimentais relativamente ao
estudo de cada parametro implementado no procedimento de validacdo foi efectuado
através de folhas de calculo do Microsoft Office Excel® especificas, previamente

desenvolvidas e validadas como registos do Sistema de Gestdo da Qualidade do STF-N.

3.1 Desenvolvimento da metodologia analitica

O estudo de validagédo para a implementacdo da metodologia analitica iniciou-se
com a andlise individualizada das solu¢des-padrdo dos compostos em estudo, por
GC/MS/MS, em modo SCAN. Este procedimento inicial teve como objectivo a
identificacdo dos diferentes analitos, baseada essencialmente em tempos de retencéo e

nos dados recolhidos por MS para cada um.
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3.1.1 Tempos de retencao

Usando as condigbes cromatograficas estabelecidas na sequéncia dos estudos
prévios realizados no STF-N, os analitos foram injectados individualmente e associados
ao seu tempo de retengcdo. Os valores obtidos foram indicados na Tabela 3.1, e
corresponderam ao tempo que decorreu desde a injeccdo até a eluicdo, ndo se tendo
descontado o tempo morto, relativo ao percurso no sistema cromatografico sem qualquer

retengéo.

Tabela 3.1 Tempos de reten¢éo dos diferentes ADs obtidos em modo SCAN.

c Tempo de retencio I6es seleccionados em
omposto (min) modo SIM
(m/z)
Fluoxetina 8,48 162, 183, 309
Venlafaxina 10,59 134, 135, 179
Amitriptilina 11,74 202, 203, 215
Trimipramina 11,92 193, 208, 294
Nortriptilina 11,94 202, 203, 220
Mianserina 11,96 193, 249, 264
Imipramina 12,04 193, 234, 280
Mirtazapina 12,41 195, 208, 265
Maprotilina 13,21 203, 217, 277
Sertralina 13,60 159, 262, 274 o
Dotiepina 13,77 202, 203, 204 ;‘:)
Citalopram 13,95 208, 221, 238 (g
Clomipramina 14,02 268, 269, 314 ;
N-Desmetilclomipramina 14,32 229, 268, 300 z
Paroxetina 15,86 138, 192, 329 n
PI: Trimipramina- d3 11,89 196, 211, 297 ZDZ
Pl: Clomipramina-d3 14,01 271, 272, 317 Z
D
n
Cada composto, eluido a tempos de retencdo diferentes, originou um espectro de E
MS singular. A titulo de exemplo, apresenta-se na Figura 3.1 o espectro de massa da ©
Paroxetina. O conjunto de espectros relativos a todos os ADs pode ser encontrado no é%-}




Anexo A.1. Para cada um destes espectros, e de forma a garantir maior sensibilidade, foi
efectuada uma seleccdo a partir dos iBes representativos obtidos nos espectros de
massa em modo SCAN para andlise destes em modo SIM (no 1° Quadrupolo). Nesta
triagem de iBes foram escolhidos trés representativos de cada analito, tendo em conta
caracteristicas como a intensidade dos ifes, a razdo m/z dos ifes e a auséncia de
interferéncias provenientes da matriz, que permitem uma selec¢cdo mais adequada dos

ides e, assim, a correspondente identificagdo inequivoca do analito.

Specirum 1A 1
BP: 44.1 (54054=100%), paroxetina Sppm 2-7-2011.xms 15.860 min, Scan: 432, 42.0:400.0>, RIC: 382(
100%] A
54054 .
) Paroxetina
j |&0 Precursor: 192
75%1
i 207
31063
50%] @
231 4 329.2
/ e
11526 e
3303
l 3209
PP l ab L)
230 300 350 400
n
m/z

Figura 3.1 Espectro de massa da Paroxetina, obtido em modo SCAN, e seu ldo-precursor (circulo

verde).

Os ibes seleccionados para cada analito encontram-se listados na Tabela 3.1. Esta
escolha considerou alguns aspectos fundamentais, no sentido de permitirem a
identificacdo inequivoca do composto e a inibicdo de possiveis interferéncias. Neste
contexto, foram ignorados os ifes 207 e 281 por estarem presentes em amostras
brancas, considerando-se originarios da matriz. Os ides com elevada intensidade mas
com unidades de massa baixa (como o ido 44 e o ido 58) ndo foram, também,
considerados, uma vez que a fragmentacdo destes ides originaria ainda fragmentos
menores, que se combinariam posteriormente com o sinal de ruido. Os ides dos
compostos com a disponibilidade dos deuterados homadlogos, ou seja, a Clomipramina e
a Trimipramina, foram seleccionados de acordo com a andlise da razdo m/z dos ides
equivalentes.
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3.1.2 Ides-diagnostico

ApoOs a seleccgédo de trés ides em modo SIM, procedeu-se a elei¢cdo do ido-precursor
no 1° Quadrupolo e ao estudo das voltagens na célula de colisdo no 2° Quadrupolo,
correndo 0 método com o 3° Quadrupolo em modo SCAN. Para este estudo
consideraram-se apenas os 3 ifes com maior intensidade, tendo em conta as
consideragdes indicadas anteriormente.

Na Tabela 3.2 estdo indicadas as diferentes voltagens avaliadas. Este estudo foi
efectuado por recursividade para cada composto dentro das gamas de voltagem
testadas, sendo necessario, em alguns casos, realizar o ajuste destas gamas, de modo a
obter a voltagem mais adequada para a fragmentacdo do ido-precursor.

Tabela 3.2 Diferentes voltagens aplicadas ao ido-precursor na Célula de Coliséo e os ides

seleccionados, em modo SCAN, no 3° Quadrupolo.

1° Quadrupolo _ o & Qualdrupolo
Composto (modo SIM) Energlas(s;e Coliséo selecclz(i)c?r?ados*
l&o Precursor (m/z)
Fluoxetina 162 10, 20, 30, 40, 50 112, 143, 162
Venlafaxina 134 10, 20, 30, 40, 50 91, 119, 134
Amitriptilina 215 10, 12, 14, 20, 30, 40, 50 202, 213, 215
Trimipramina 294 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 30, 40, 50 84, 99, 294
Nortriptilina 202 10, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 25, 30, 40, 50 176, 200, 202
Mianserina 193 10, 20, 30, 40, 50 165, 178, 193
Imipramina 234 10, 20, 30, 40, 50 117, 218, 234
Mirtazapina 195 10, 20, 30, 40, 50 151, 167, 195 <O(
Maprotilina 277 10, 12, 14, 20, 30, 40, 50 59, 218, 277 2
Sertralina 262 10, 15, 20, 30, 40, 50 116, 227, 262 8
Dotiepina 202 10, 20, 25, 30, 40, 50 150, 175, 202 5
Citalopram 238 10, 15, 20, 30, 40, 50 183, 218, 238 (LL)J
Clomipramina 314 2,4,6,8, 10, 20, 30, 40, 50 58, 85, 314 g
N-Desmetilclomipramina 268 10, 20, 30, 40, 50 217, 252, 268 ,f
Paroxetina 192 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 30, 40, 50 70, 135, 192 (E/)l)
PI: Trimipramina-d3 297 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 30, 40, 50 87,102, 297 i
Pl: Clomipramina-d3 317 2,4,6, 8, 10, 20, 30, 40, 50 61, 88, 317 %
* detecgdo em modo SCAN ;"i)




Relativamente ao 3° Quadrupolo, que operou em modo SCAN, foram obtidos varios
espectros de massa para cada composto, correspondentes a cada uma das voltagens
aplicadas. A voltagem seleccionada para cada composto foi aquela que produziu ibes
com maior abundéancia relativa. A titulo de exemplo, representa-se um desses espectros
na Figura 3.2, podendo visualizar-se o espectro seleccionado para cada composto no
Anexo A.2.

Usando o espectro relativo a voltagem mais adequada para cada um dos analitos
seleccionaram-se os trés iBes-diagndstico, i.e., um ido-precursor e dois ibes-produto.
Este estudo foi baseado nos mesmos pressupostos que no estudo anterior. Os valores

identificados para cada analito encontram-se listados na Tabela 3.2.

ST e—
5% - A
05 28 3 (AREG=1
vl YAG-
ot O3 3 L LTS

00%). pemanpting Spom 2-25-2011 xms 15,878 min_Scan 4887 152 (42 01192 0 I5.0M RIC: 7137

g ne Paroxetina - 15V E

m/z

Figura 3.2 Espectro de massa da Paroxetina, obtido a 15 V, em modo SIM-SCAN, destacando o

ido-precursor (circulo verde) e ides-produto (circulo azul).

3.1.3 Registo cromatografico

Uma vez seleccionados os parédmetros fundamentais para uma identificacao
inequivoca dos compostos, como o ido-precursor, as voltagens da célula de colisdo e os
ibes-produto, realizou-se uma corrida cromatografica em modo SIM-SIM, cujos resultados
se traduzem na Tabela 3.3 e na Figura 3.3.
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De uma forma geral, o cromatograma obtido permite a separacdo de todos os ADs
injectados, apresentando picos bem resolvidos em menos de 16 minutos. Apenas 0s
pares citalopram/clomipramina e amitriptilina/trimipramina aparentam uma ligeira
sobreposicdo entre os picos individuais, na sequéncia da sua eluicdo com tempos de
retengcdo muito proximos. Do ponto de vista qualitativo este aspecto ndo representa
qgualquer problema, ja que a deteccgédo fornece informacgéo desta natureza. No entanto, do
ponto de vista quantitativo torna-se necessaria a avaliagdo do desempenho analitico da

metodologia proposta.

Tabela 3.3 Pardmetros de aquisicdo em modo SIM-SIM.

Energia I Tempo de
MS; de (m/z) =
Composto . retencéao
(m/z) | Coliséo - (min)
(V) I6es-produto
Fluoxetina 162 20 112 143 8,47
Venlafaxina 134 20 91 119 10,59
Amitriptilina 215 14 202 213 11,75
Trimipramina 294 10 84 99 11,92
Nortriptilina 202 25 176 200 11,95
Mianserina 193 20 165 178 11,98
Imipramina 234 20 117 218 12,04
Mirtazapina 195 30 151 167 12,42
Maprotilina 277 12 59 218 13,22 o
<L
. (79}
Sertralina 262 15 116 227 13,61 n
)
Dotiepina 202 30 150 175 13,79 ®)
7))
Citalopram 238 15 183 218 13,97 @]
L
Clomipramina 314 10 58 85 14,05 0
O
N-Desmetilclomipramina 268 20 217 252 14,34 a)
<
Paroxetina 192 15 70 135 15,87 Z
D
PI: Trimipramina-d3 297 10 87 102 11,89 2
L
. . o
PI: Clomipramina-d3 317 10 61 88 14,00
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3.2 Validagdo do método
3.2.1 Especificidade/Selectividade e Capacidade de ldentificacéo

Na analise qualitativa € necessario demonstrar a especificidade e a selectividade do
método para a identificacdo, de forma inequivoca, dos compostos que constituem uma
mistura ou que estejam presentes em amostras de rotina, sem que ocorra interferéncia
de outros compostos que fagam parte da composicdo desta mistura ou das amostras em
analise® >4, Este facto deve ser confirmado através da obtencdo de resultados
positivos na andlise de amostras que contenham o analito em estudo e da obtencéo de
resultados negativos obtidos com amostras que ndo contenham o analito, mas que
possam apresentar compostos que teoricamente potenciem a possibilidade de obtencéo
de resultados “Falsos Positivos”, sendo que nestes casos a(s) interferéncia(s) detectadas
devem ser confirmadas qualitativamente®®?. A avaliacdo da capacidade de identificac&o
do procedimento deve ser efectuada através da analise das amostras contendo o
analito®?, simultaneamente com a avaliacdo da especificidade/selectividade.

Para este estudo preparou-se um volume de amostra de sangue total de 30 mL,
composto por uma pool de 30 amostras reais brancas (amostras de sangue de
homens/mulheres, amostras de sangue periférico/cardiaco/total obtidas in vivo/post-
mortem) referentes a processos, ja analisados, no STF-N que respeitavam 0s prazos

legais para a sua eliminacao®?

, € cujos resultados, analisados noutras metodologias
analiticas, foram negativos ao grupo de compostos seleccionado para validacao.
Posteriormente, procedeu-se a homogeneizacdo da pool e prepararam-se duas aliquotas
para analise. A primeira aliquota destinou-se a uma analise directa (sem adi¢cdo de ADS)
e a segunda foi fortificada com o grupo de ADs em estudo®®?.

A fortificacdo do sangue foi efectuada com uma mistura de padrées analiticos de
ADs e com os Pls a uma concentracdo de 500 ng/mL. Os niveis de concentragdo
escolhidos para cada AD e PI incluiam toda a gama de concentracdo terapéutica, de
acordo com valores de referéncia apresentados na bibliografial’” (ver Tabela 3.4). Apesar
do procedimento ideal passar por incluir um Pl para cada AD, que seria 0 seu analogo
deuterado, os Pls incluidos neste estudo foram apenas a Clomipramina-d3 e a
Trimipramina-d3. Esta escolha foi condicionada a disponibilidade de padrdes deuterados
no STF-N. Desta forma, a preferéncia do PI para cada substancia em estudo foi realizada
através da avaliacdo da razdo das areas (Ar/Ap), para 10 réplicas de cada composto,
para as duas propostas de PI.

A injeccao cromatogréfica das amostras referidas anteriormente nao originou falsos

resultados positivos ou negativos. A avaliagdo destes resultados teve como critérios de
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aceitacdo 0s seguintes requisitos, que constituem o procedimento de validagédo
implementado no STF-N®%: (1) o tempo de retencdo (t,) ndo diferiu mais do que 2 %
relativamente a um dos controlos positivos ou mais do que £ 0,1 minutos (0 menor dos
dois); (2) o tempo de retengéo relativo (t,) ndo diferiu mais do que 1 % relativamente a
um dos controlos positivos; (3) estavam presentes os trés ides-diagnéstico no espectro;
(4) o valor da razao sinal/ruido para o ido-diagnéstico menos intenso foi superior a 3; (5)
o critério de aceitacdo de intensidades relativas dos trés ides-diagnostico seleccionados
compreendidas entre 50 e 100 %, 25 e 50 %, 5 e 25 % e 0 e 5 %, permitiam uma
tolerdncia de + 10 unidades, * 20%; + 5 unidades; e + 50%, respectivamente; (6) e a

amostra branca foi negativa perante estes mesmos critérios de aceitacao.

Figura 3.3 Cromatograma da mistura de ADs e PlIs, detectados em modo SIM-SIM.

De uma forma geral, todos os resultados obtidos confirmaram a inexisténcia de
interferéncias provenientes da matriz e, por consequéncia, que o método analitico
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Amosgtra: Positivo 1 Padrdo Interno: Clomipramina-d3 Qperador; LT
Subztancia: Clomipramina_1 Controle: Positive 2 Data: 11-04-2011
Observacies: Ezpecificidade/Selectividade (1mL amostra Sg)
Controlo: Positive 2 El Area Area relativa Tolerdncia limite: inferior limite superior
1% ido 85 850 100,0%
2% ido KA 215 43 7% 20% rel. 34 9% £24%
3 ido =] 280 29,5% 20% rel. 235% 35,4%
4% jio
Clomipramina_1 it.r.) = 14,02 0,1 abs. 13,830 14,120
Clomipramina-d3 (t.r.) = 14,01 trr. = 1,002 1% rel. 0,882 1,012
Amostra: Positive 1 El Area Area relativa Conformidade
1% ido a5 G52 100,0% conforme
2% idn 114 356 41 6% conforme
3 ido 58 221 33,7% conforme
4% jin
Clomipramina_1 it.r.) = 14,08 conforme
Clomipramina-d3 (t.r.) = 14,00 trr. = 1,004 conforme

Apex: 14,023 min
Hrear 36

10

Counts Fositio 14-11:201 emg ong: 580 Caunt3y Posttivo 24-11-2011 xms long. 580
Hoer 4Bt min : :
1M AEea 0 E L ﬁpex ZWBAUUBD i
: i3 :
7 i
(0 |
ik S :
5 E :
Courts] Fositho 14-11-2011.xme long: 65.0 Coun Fositho 24-17-2011 e lons: 5.0
a oy H
Apex: 14,054 min

Hres: 502 N Apex: 14030 min :
250— o IH HArea: %0 :
1 : :
i - El H :
it :
- B

iH -
H :
[Killis Positiva 14112011 s long: 31410 Ciunts) Pasitiia 2 4112011 s lans: 31410
" :
1 - :
A -
Apesc 14030 min :
[ i e e 2 :

I
1178 1400

105 145
fminutes

AR
1400

AR
1h

T
130

[T \-
A )
riinites

AR
137

Figura 3.4 Confirmacgédo da positividade para a Clomipramina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificacao.
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Amoztra: Positivo 1 Padréo Interno: Clomipramina-d3 Operador: LT

Figura 3.5 Confirmacdo da positividade para a Sertralina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificacao.

Subatincia: Sertralina_1 Controlo: Positive 2 Data: 11-04-2011
Observacies: Ezpecificidade/Selectividade (1mL amostra Sg)
Controlo; Positivo 2 D Area Area relativa Tolerdncia limite inferior limite superior
1% jdo 282 4025 100,0%
2% do 118 3766 93,5% 10 abs. 83,5% 103,5%
3 ido 227 1305 32.4% 20% rel. 25,9% 38,58%
4% jdn
Serralina_1 t.r.) = 13,60 0,1 abs. 13,503 13,703
Clamipramina-d3 (t.r.} = 14,01 trr.= 0,871 1% rel. 0,962 0,581
Amostra: Positive 1 El Area Area relativa Conformidade
1% jdo 282 1448 100,0% conforme
2% ido 118 048 &58,4% conforme
3° ido 227 1154 33,5% conforme
4% jdn
Sertralina_1 (tr.) = 13,62 cenforme
Clemipramina-d3 (t.r.) = 14,00 trr.= 0872 cenforme
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3.2.2 Limites de Deteccéao e de Quantificacdo

O método desenvolvido deve ser capaz de analisar amostras com concentragdes

terapéuticas, toxicas e letais de todos os ADs em estudo. Neste sentido, antes de definir

as gamas de concentragdo de calibragdo para cada AD foi necessario identificar os

valores de concentragcdo terapéutica, toxica e letal enunciados em dados bibliograficos.

Neste contexto existem apenas valores bibliograficos referentes a plasma e soro’”, o que

obriga a que sejam estes o0s considerados para o estudo destes parametros em sangue

total. (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 Valores de referéncia para as gamas terapéuticas, toxicas e letais dos compostos

analisados "
Gamas de referéncia (mg/L)
Composto : :
Terapéutica Toxica Letal
Fluoxetina® 0,15-0,5 2 1,3-6,8
Venlafaxina® sum 0,25 - 0,75 sum1l-1,5 6,6
Amitriptilina® 0,05-0,3 — —
Trimipramina® 0,01-0,3 0,5 8,7%
Nortriptilinaa) 0,05” /0,075 - 0,25 > 0,25 1-3
Mianserina® 0,015 - 0,07 / 0,147 05-5 —
Imipramina® 0,045 - 0,15 0,4-0,5 2
Mirtazapina® 0,02-0,1/-0,39 — —
Maprotilina® 0,075-0,25/0,19 - 0,6% 0,3-0,8 1-5
Sertralina® 0,05 - 0,25/ -0,5% 0,29% 1,67 —
Dotiepina® 0,02 - 0,15/ 0,4 0,8 19/5-19
Citalopram” 0,02-0,2 — 0,5
Clomipramina® 0,029/0,09 - 0,25 — —
N-Desmetilclomipramina sum 0,15 - 0,55 sum 0,4 suml-2
Paroxetina® 0,01-0,075/0,1% e 0,015%-0,15%/0,25? 0,35-0,4 —

Sum: inclui a concentragdo dos metabolitos; a) gamas de concentracdo em soro; b) gamas de concentragdes
em plasma; c) valores de Case Reports em revistas cientificas da area da Toxicologia Forense; d) valores

relativos a amostras colhidas 1 a 2 horas ap6s administracdo da substancia.
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Perante esses valores, foram seleccionados intervalos de concentragdo que
incluissem em cada caso o menor valor de concentragdo existente no plasma ou no soro.
O nivel mais baixo das gamas de concentracdes foi adoptado tendo em conta o primeiro
valor de referéncia da gama de concentracdes terapéuticas evidenciadas na Tabela 3.4,
assim como a experiéncia laboratorial na analise de ADs com outras metodologias
analiticas actualmente implementadas no STF-N. O nivel mais elevado das gamas de
concentracdes de cada composto foi ponderado de forma a abranger a zona do limite
superior da gama de concentracdes terapéuticas. Os intervalos seleccionados para cada
AD encontram-se indicados na tabela 3.5.

A calibracdo propriamente dita foi efectuada com amostras brancas fortificadas
nesses intervalos de concentracdo. Para cada AD foram utilizados 10 niveis de
concentracdo, 0 mais equidistantes possivel. As amostras utilizadas foram fornecidas
pelo Instituto Portugués de Sangue, I.P. (IPS), tendo sido testadas anteriormente por
outra metodologia analitica aplicada a determinacéo de ADs, de modo a evitar possiveis
interferéncias.

A avaliacdo dos LD e LQ foi efectuada simultaneamente para todos os compostos.
Tendo em conta as equacgbes 1.2, 1.3 e 1.4, apresentadas no subcapitulo 1.6.4,
obtiveram-se os resultados descritos na tabela 3.5. As Figuras 3.6 e 3.7 representam, a
titulo exemplificativo, os resultados adquiridos no estudo destes parametros para a
Clomipramina e para a Sertralina, respectivamente. Os dados relativos aos restantes
compostos estudados encontram-se no Anexo C.

Os valores de LD e LQ mencionados na tabela 3.5 coadunaram-se com os valores
plasmaticos ou seroldgicos tipicos de todos os compostos em estudo (tabela 3.4),
assegurando, desta forma, a possibilidade de iniciar a gama de trabalho nos niveis de
concentracdo necessarios para a determinacdo de AD, no ambito do contexto da

Toxicologia Forense.
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Tabela 3.5 Limites de detecc¢do e de quantificacéo obtidos por GC/MS/MS.

Gama de LD LQ

~ Regresséo da curva de
Composto Con&zr}:;iq):oes calibragao (ng/mL) (ng/mL)

Y=0,0101x-0,4353
Fluoxetina [100-180] r’=0,9944 7,13 21,60
Sy/x=0,0217

y=0,0907x+1,2345
Venlafaxina [40-130] r*=0,9935 9,34 28,30
S,x=0,2566

y=0,0028x-0,0011
Amitriptilina [10-100] r’=0,9982 3,98 12,06
Sy/x=0,0034

y=0,0036x-0,0159
Trimipramina [10-100] r=0,9989 3,10 9,40
S,»x=0,0034

y=0,0021x-0,0161
Nortriptilina [30-120] r’=0,9980 5,15 15,61
Sy»x=0,0032

y=0,0262x-0,0768
Mianserina [10-100] r’=0,9980 3,88 11,74
S,x=0,0308

y=0,0222x-0,0205
Imipramina [10-100] r’=0,9991 3,27 9,92
Syx=0,0220

y=0,0976x-0,2612
Mirtazapina [10-100] r’=0,9992 3,29 9,98
Sy/x=0,0974

y=0,0034x-0,0106
Maprotilina [30-120] r*=0,9965 6,80 20,61
Sy/x:0,0071

y=0,0135x-0,0761
Sertralina [10-100] r*=0,9932 9,65 29,26
S,x=0,0394

y=0,0004x+0,0075
Dotiepina [10-100] r*=0,0964 5,23 15,85
Sy/x:0,0007

2

y=0,0016x-0,0058
Citalopram [10-100] r=0,9977 5,03 15,24
Syx=0,0025

y=0,0025x+0,0081
Clomipramina [10-100] r’=0,9953 7,10 21,50
Sy/x:0,00SS

y=0,0023x-0,0110
N-Desmetilclomipramina [20-110] r*=0,9939 6,82 20,68
S,x=0,0048

y=0,0154x-0,6041
Paroxetina [80-170] r’=0,9915 9,31 28,21
Sy,=0,0434

y: razdo entre a area do padrdo analisado e a do PI; x concentragdo do AD em ng/mL
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X: concentragdo do padrao analisado, em ng/mL.
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Substancia:

Clomiprarmina

lao: 85
PI: Clomiprarmina-d3
lao: as
Concentracao Area
{ng/mL) Paidrao . Interno Razao
10 71 2274 003115
20 108 1864 0.05791
an 143 1754 008153
40 189 1867 01017
a0 225 1574 014250
Fill] 283 1564 018037
an 425 2087 020661
an 459 2068 022679
0.25 4
0.20 4
0.15 -+ P
0.10 +
0.05 4
DDD T T T 1
] 20 40 B0 100

Syix
LD
LG
m

b
r
"z

0.00531
7.09615
21.50349
n.ooz4y
n.oostd
0.99765
0.99531

Figura 3.6 Dados do estudo dos limites de detec¢éo e de quantificacdo da Clomipramina.

Substancia:  Sertraling
lao: 116
Pl Clomipramina-d3
lio: a8
Concentragio Area
{ng/mL}) Padrao . Interno Razao
10 193 2274 0.084649
20 357 1865 018142
30 549 1754 0.31300
40 251 1967 043264
a0 1014 16749 064218
70 1254 1564 079924
a0 2409 2068 1.16484
100 1514 1182 1.28088
1.40
1.20 4
1.00 4
0.80 4 *
0.60 *
0.40 4
0.20 4
DDD T T T T T 1
0 20 40 &0 g0 100 120

Syix
LD
LG
m

b
T
"2

0.03937
9.65425
2925529
0.01248
-0.07614
0.99859
0893149

Figura 3.7 Dados do estudo dos limites de detec¢éo e de quantificacdo da Sertralina.
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A avaliacdo dos LD e LQ foi realizada de modo a cumprir os requisitos de aceitagdo
implementados pelo STF-N, que consistiam em néo rejeitar mais do que 20% dos pontos
utilizados durante este estudo, e, visto que se trata de um método quantitativo que visa a
sua aplicabilidade a rotina, o coeficiente de correlacdo dado pela equacdo da recta de
calibracdo correspondente a cada composto teria de ser igual ou superior a 0,98. Uma
vez verificados estes pressupostos, a gama de concentragfes adoptada pode ser aceite.

3.2.3 Linearidade e Gama de Trabalho

O estudo da gama de trabalho e da linearidade procura identificar um determinado
intervalo de concentragfes em que 0s sinais analiticos sdo directamente proporcionais as
concentracdes utilizadas. A norma ISO 8466-1 estabelece um teste estatistico para a
avaliacdo da linearidade, o qual foi adoptado pelo STF-N nos seus procedimentos de
validacdo. Face ao histérico do STF-N relativamente a definicdo de gamas de trabalho e
a aplicacdo das mesmas em rotina laboratorial, considerou-se a homocedasticidade das
variancias, relativamente a razdo das areas"?.

Para o estudo da linearidade foram preparadas curvas de calibragdo com 10 niveis
de concentracao, distribuidos de forma regular ao longo do intervalo de concentragdes,
para cada um dos compostos em estudo?. Os niveis de concentracéo escolhidos foram
definidos de forma a incluir o menor valor de referéncia da gama de concentracdes
terapéuticas, indicadas na Tabela 3.4. As concentragbes maximas testadas, na maioria
dos compostos, foram de cerca de 4000 ng/mL, com excepgdo da dotiepina em que o
valor maximo de concentragdo analisado foi cerca de 10000 ng/mL, abrangendo, desta
forma, quase todas as doses letais ai indicadas.

O estudo da linearidade foi determinado através da aplicacdo das equacOes
Equacdo 1.5 e Equacao 1.6 (apresentadas no subcapitulo 1.6.4) e da analise do
coeficiente de correlacdo (r*> 0,99) e da intercepcéo da recta na origem, incluindo o valor
zero para um grau de confianca de 95%°2. A titulo de exemplo, representam-se nas
Figura 3.8 e Figura 3.9 os dados decorrentes deste estudo para a Clomipramina e a
Sertralina, respectivamente. Os estudos relativos aos demais ADs podem ser
encontrados no Anexo D. Os dados extraidos a partir das curvas de calibracédo

encontram-se na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 Valores obtidos nos testes de linearidade.

Erro-
Composto Obs * F(’fiﬁ;gg DS? PG % (rgﬁgr:aeg%ée?n)
linear)

Fluoxetina 9 0,632 0,407 1,022 0,994 [-0,318; 1,473]
Venlafaxina 9 20,995 1,240x10° 4,030 0,992 | [-44,943; 15,015]
Amitriptilina 8 0,119 2,538x10° 2,148 0,999 | [-0,018; 0,357]
Trimipramina 10 0,171 2,936x10“ | 8,846x10° | 0,999 | [-0,208; 0,256]
Nortriptilina 8 0,321 0,196 2,321 0,998 [-0,065; 0,893]
Mianserina 10 1,890 3,595 1,007 0,997 [-1,101; 4,042]
Imipramina 10 2,901 17,769 2,511 0,995 [-5,914; 2,005]
Mirtazapina 8 14,376 35,686 0,148 0,997 | [-38,298; 6,090]
Maprotilina 8 0,999 2,181 2,865 0,995 [-0,152; 2,830]

Sertralina 8 1,074 7,967x10” 5,818x10 0,997 [-3,045; 0,617]

Dotiepina 8 0,175 1,844x10° | 5,079x102 | 0,994 | [-0,062; 1,782]
Citalopram 9 0,204 0,162 7,405 0,995 [-0,102; 0,499]

Clomipramina 9 0,210 0,131 4,441 0,998 [-0,051; 0,570]
N-Desmetilclomipramina 8 0,617 0,690 2,159 0,992 [-0,062; 1,782]
Paroxetina 8 2,373 15,502 4,238 0,994 [-0,178; 7,322]

*Obs. — Namero de Observagoes

Os resultados obtidos indicaram que todos 0s compostos se ajustam a uma funcao
de calibracéo linear, uma vez que os valores teste (PG) séo inferiores a 647,8, valor da
distribuicdo F de Fisher tabelado para n-1 graus de liberdade e um nivel de confianca de
95%*%l. Verificou-se também que os coeficientes de correlacéo (r?) foram superiores a
0,99 e que a intercepcao da recta incluiu o0 zero para um grau de confianca de 95%.

Relativamente as gamas de trabalho e de linearidade, é importante referir que os
valores encontrados podem ser sujeitos a uma reavaliagdo posterior, durante a fase de
validacdo/implementacao do método de ensaio e sempre que este estudo se justifique,
como em casos em que se torna necessario modificar a gama de trabalho, de forma a
responder a fendmenos relacionados com a capacidade de resposta do equipamento ou

de forma a ir ao encontro de novas informagdes quimico-toxicolégicas.
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Substancia:

Clomipramina

lao: a5
Pl: Clomipramina-d3
lao: a8
Concentragac Area Clomi i
{ng/mL) Padrao P. Interno Razao omipramina
30 aar 1525 058820 15
AT0 3040 1748 1,72912 y=0,0032x+0,2599
910 4920 1608 3,05970 10 r*=0,998
1790 11217 1876 587921
2230 12595 1822 6,912732 5
2670 14207 1604 8857232
23110 14205 1413 10,05308 0 T T T T ]
3550 12786 1099 11,63421 0 1000 2000 3000 4000 5000
3990 21097 1610 13,10373
Estatistica de regresséo linear Coeficientes Inferior 95,0%  Superior 95,0%
r 0,998 Interceptar 0,2599 -0,0506 0,5703
Syt 0,210 »
Varidvel X, 0,0032 0,0021 0,0033
Observac8es Q
Estatistica de regresséio néio linear
Sy 0,172
Observagbes 9
Figura 3.8 Dados do estudo da Linearidade da Clomipramina.
Substancia: Serralina
lao: 116
Pl Clomipramina-d3
lao: 88
Concentragao _ Area _ 60 - Sertralina
(ng/mL) Padrao P. Interno Razao 50
40 393 1673 0,23491 40 . ¥y=00135x-1214
480 9014 2202 4.09355 r2=0,997
1800 37606 1666 22,57263 301
2240 40211 1394 2884577 20 -
2680 57889 1660 3487289 10 -
3120 76157 1804 4221563 0 . ‘ . ‘ .
3560 89493 1886 4745122
10 € 1000 2000 3000 4000 5000
4000 71364 1393 51.23044 10
Estatistica de regressio linear Cosficientss Inferior 95,0%  Superior 95,0%
r? 0,997 Interceptar -1,2140 -3,0448 0,6168
Sy 1,074 Variavel %, 0,0135 0,0128 0,0142
Observacdes 8

Estatistica de regressdo ndo linear

S 1,170

Observacdes 8

Figura 3.9 Dados do estudo da Linearidade da Sertralina.
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3.2.4 Eficiéncia de Extraccao

Os procedimentos extractivos sdo de extrema importdncia nos métodos
cromatograficos mas originam perdas de analito. Estas perdas podem ser estimadas
através de ensaios de recuperacdo, avaliando o rendimento de extraccdo e,
consequentemente, a eficiéncia do processo extractivo usado na preparacdo da
amostral’®,

Os ensaios de recuperacao sao realizados através da fortificagdo de uma amostra
com uma quantidade conhecida de analito e da monitorizacdo do montante de analito
recuperado apOs 0 processo extractivo. As concentragfes de analito testadas para este

efeito devem obedecer aos critérios implementados pelo STF-NF?

, Objectivando a sua
implementacdo no mesmo servigo. Para este efeito, a concentragdo correspondente a
gama baixa de concentracdo deve ser igual ou superior ao LQ e a concentracdo
correspondente a gama alta de concentracao deve ser igual ou inferior ao ultimo nivel da
gama de trabalho (nivel de concentracdo mais elevado).

Para o estudo da eficiéncia de extraccdo aplicou-se o procedimento de ensaio em
duas operac0es distintas. Deste modo foi necessario preparar, em triplicado, aliquotas de
uma amostra branca fortificadas com duas concentrac¢des distintas do analito em estudo
(gama alta e baixa) e aplicar o procedimento extractivo descrito na Tabela 2.2 do
subcapitulo 2.5. Paralelamente aplicou-se 0 mesmo procedimento extractivo a um
namero idéntico de aliquotas de amostras brancas e adicionou-se, aos extractos
originarios desta extrac¢do, a mesma quantidade de analito utilizada nas aliquotas
referidas acima. A adicdo do Pl aos conjuntos de amostras de ambas as fases foi
efectuada antes do procedimento extractivo®. A Figura 3.10 tem por objectivo
exemplificar o procedimento de ensaio aplicado ao estudo da eficiéncia de extraccao,
sem a apresentacdo das amostras brancas usadas como controlo negativo.

Ap0s a concretizacdo de todo o procedimento de ensaio, foi aplicada a Equacéo 1.1
apresentada no subcapitulo 1.6.2, que permitiu a determinacdo da eficiéncia da fase
extractiva para cada um dos analitos em estudo através de uma comparacao directa
entre o quociente das areas dos picos correspondentes ao analito e ao PI, obtidas a partir
de amostras fortificadas antes da extrac¢do, e a razdo das areas dos picos do mesmo
analito adicionado ap6s a extraccdo, com a adicdo do padrdo interno antes da fase

extractival’.

Desta forma, e mantendo constantes todas as variaveis associadas a
metodologia analitica de quantificacdo, incluindo a adicdo do PI, obtiveram-se as

percentagens de analito recuperado que se encontram representadas na Tabela 3.7.
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Amostras brancas fortificadas

Amostras brancas

R

}

HERA

AEEERRER

Analito
4 4
SPE SPE
\ )
|
Aplicacéo do PROCEDIMENT O ANALITICO
Legenda:

l Nivel de Concentragéo Baixo

T Nivel de Concertragéo Alto

ez

T Analito
‘_

Figura 3.10 Representagéo esquematica do modelo experimental aplicado ao estudo da eficiéncia

de extraccao.

Tabela 3.7 Rendimento de extrac¢éo dos analitos estudados em sangue total.

- Concentragdes Rendimento médio de extrac¢ao (%)
omposto = : =
(ng/mL) Nivel baixo Nivel alto

Fluoxetina [40] e [3000] 78 56
Venlafaxina [40] e [3000] 121 74
Amitriptilina [40] e [3000] 113 78
Trimipramina [20] e [3000] 79 82
Nortriptilina [40] e [3000] 32 51
Mianserina [20] e [3000] 89 74
Imipramina [20] e [3000] 93 80
Mirtazapina [20] e [3000] 96 72
Maprotilina [40] e [3000] 41 61
Sertralina [40] e [3000] 38 60
Dotiepina [20] e [7000] 74 112
Citalopram [20] e [3000] 94 81
Clomipramina [40] e [3000] 78 79
N-Desmetilclomipramina [40] e [3000] 31 50
Paroxetina [40] e [3000] 46 60
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Para a avaliagéo da eficiéncia de extracgdo foi necessério ter em conta os critérios
de aceitacdo de resultados para este parametro, implementados pelo STF-N, nos quais
constava que, para métodos qualitativos, a percentagem de recuperacdo deveria
compreender valores entre 0s 20% e os 120%2,

Tendo em conta os valores apresentados na Tabela 3.7 pode-se verificar o
cumprimento destes requisitos, com a excepc¢ao do nivel baixo para a Venlafaxina. No
entanto, tendo em conta o desvio apresentado relativamente ao valor definido como
critério de aceitacao (1 %), ndo se considera como sendo um factor critico, dado que para
0 nivel alto deste composto, o resultado apresenta-se dentro dos parametros
estabelecidos. Através da analise dos resultados obtidos constata-se que os valores de
analito recuperado, em sangue total, abrangem desde os valores de referéncia da gama
de concentragdo terapéutica até a gama de concentracdo letal (valores enunciados na
Tabela 3.4™).

No caso da Fluoxetina, Venlafaxina, Amitriptilina, Trimipramina, Mianserina,
Imipramina, Mirtazapina, Citalopram e Clomipramina, 0s valores de recuperagdo
abrangeram com segurancga os valores de referéncia dos niveis da gama terapéutica,
uma vez que evidenciaram valores acima dos LQ obtidos, até aos niveis da gama letal.
Os compostos como a Nortriptiina, Maprotilina, Sertralina, Dotiepina, N-
Desmetilclomipramina e a Paroxetina apresentaram uma boa capacidade de recuperagao
desde niveis sub-terapéuticos, compreendidos entre os valores obtidos de LD e LQ
(Tabela 3.5), e permitiram uma quantificacdo na gama dos niveis terapéuticos.

3.2.5 Arrastamento (Carryover)

O estudo de eventuais fendmenos de arrastamento, parametro que visa verificar se
uma amostra com uma elevada concentracdo de analito pode influenciar o resultado
obtido na amostra seguinte, tal como foi mencionado no ponto 1.6.7., pode ser efectuado
simultaneamente com qualquer um dos parametros de validacdo estudados que
comp&em o procedimento de validacéo realizado no STF da Delegacdo do Norte®®?,

Na sequéncia desta abordagem, a avaliacdo deste parametro foi analisada,
simultaneamente, com o estudo da linearidade (Tabela 3.8) e com o estudo da eficiéncia
de extraccdo (Tabela 3.9), em que para cada um destes parametros foi preparada uma
sequéncia analitica, com uma ou mais amostras brancas analisadas entre replicados

B2 Os valores obtidos encontram-se, respectivamente, na Tabela

positivos da gama alta
3.8 e na Tabela 3.9.
No estudo de fendbmenos de arrastamento com o parametro da linearidade foi

preparada uma sequéncia de uma amostra branca (AMB) que foi analisada entre
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replicados da injec¢éo do nivel de concentragdo mais elevado (Nivel 10) de cada curva
de calibracdo correspondente a cada um dos compostos analisados. Desta forma, a
Tabela 3.8 demonstra uma forma representativa do procedimento realizado para a
andlise deste parametro.

Tabela 3.8 Representagéo do estudo e dos resultados qualitativos da avaliacdo de fenémenos de

Arrastamento no estudo da Linearidade.

Amostra Nivel 10 AMB Nivel 10 AMB Nivel 10 AMB

Resultado + - + - + -

Como foi referido no parametro da eficiéncia de extrac¢éo foram preparadas, em
triplicado, aliquotas de uma amostra branca fortificadas com duas concentrac¢des distintas
(gama alta e gama baixa) do analito em estudo, e aplicado o procedimento de ensaio
descrito no ponto 3.2.4. Assim, para o0 estudo de fenémenos de arrastamento foi
realizada uma sequéncia analitica com uma amostra branca (AMB) analisada
intercaladamente com os replicados do nivel de concentragdo mais elevado estudado
para cada um dos compostos. Este estudo foi realizado quer com amostras fortificadas
com o analito, antes do procedimento extractivo, quer com a adicdo da mesma
gquantidade de analito aos extractos provenientes do procedimento extractivo. A Tabela
3.9 demonstra uma forma representativa do procedimento realizado para a analise deste

parametro.

Tabela 3.9 Representagéo do estudo e dos resultados qualitativos da avaliacdo de fenémenos de

Arrastamento no estudo da Eficiéncia de Extrac¢éo.

Amostra

NA;

AMB

NA;

AMB

NA;

AMB

NA;

AMB

NA;

AMB

NA,

AMB

Resultado

+

=+

=+

+

+

+

AMB — Amostra Branca; NA; — Nivel alto de concentracdo do analito adicionado antes do procedimento
extractivo; NA; — Nivel alto de concentracéo do analito adicionado ap6s o procedimento extractivo

De acordo com a representacdo sequencial aplicada a cada uma das avaliagcbes
anteriormente descritas (Tabela 3.8 e Tabela 3.9) foi possivel verificar que nédo se
evidenciam fenbmenos de arrastamento de amostras com um nivel de concentracédo
elevado, 0 que denota que as amostras posteriores ndo sao influenciadas pela fase

extractiva ou pela fase cromatografica (GC/MS/MS).
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3.2.6 Robustez

O estudo da robustez de um método de ensaio pretende avaliar a capacidade dos
resultados nado sofrerem alteracdes significativas, apdés a introducdo deliberada de
perturbacBes nas variaveis do respectivo método, fornecendo, assim, informacédo sobre o

56,80]

seu comportamento em condi¢ées normais de utilizacdo®™®®%. Um método diz-se robusto

gquando se revela praticamente insensivel a pequenas variacbes gque possam ocorrer
aquando da sua execucao®™.

Desta forma, ao longo do processo de validacdo foram efectuadas variagbes de
alguns factores, uns de forma propositada (extraccéo de forma automatizada e extrac¢cao
manual, diferentes amostras brancas, diferentes solventes, solu¢gbes de trabalho, Pls e
diferentes equipamentos de medicdo volumétrica) e outros no ambito do normal
funcionamento do equipamento (alteracdo da coluna cromatogréfica, da seringa, do liner
e do septo, limpeza da fonte, entre outros), a partir dos quais ndo se evidenciaram
diferencas nos resultados analiticos.

O procedimento extractivo (mencionado na Tabela 2.2 do subcapitulo 2.5) pode ser
realizado através de um procedimento manual ou de um procedimento automatizado,
sendo que a aplicagdo do procedimento extractivo manual relativamente & utilizacado do
procedimento extractivo automatizado ndo permite evidenciar variagfes significativas ao
nivel do sinal analitico.

Para um funcionamento normal e adequado de um equipamento analitico é
necessario realizar um plano de manutencéo interno (com intervengdes diarias, semanais
ou mensais), de modo a aumentar a sua longevidade e a garantir a obtengédo de uma boa
resposta analitica por parte do equipamento, permitindo assim ganhos ao nivel da

qualidade do resultado®®.

Obviamente que, adicionalmente, podem ser necessarias
intervencdes ndo programadas, sempre que o responsavel pelo equipamento considere
pertinente.

O plano de manutencéo interna, no caso do GC/MS/MS, implica ac¢des preventivas
ou correctivas, como a mudanca da coluna cromatogréfica, do liner, do septo e da
seringa, assim como a limpeza da fonte de ionizacdo e a lavagem e mudanca do ion
volume, que devem ser realizadas sempre que ocorram alteragdes importantes nos sinais
analiticos. Relativamente a seringa, a sua mudanca também pode ser necessaria no caso
de esta estar inutilizada, devido a uma possivel obstrucdo do canal da seringa que
impedira uma injeccao reprodutivel.

No caso de ser detectada a ocorréncia de variacdes significativas nos factores
acima mencionados, deve ser aplicado o sistema de CQI adoptado pelo laboratério, de

forma a permitir a deteccdo dessas alteracdes no decorrer de anélises de rotina®?. Deste
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modo, a aplicagdo do CQI permite garantir que o método é robusto, resistindo as
eventuais variagOes da fase de preparacdo da amostra e da fase cromatografica.

3.2.7 Exactidao

Tal como ja foi referido no ponto 1.6.5, a exactiddo corresponde a expressao da
influéncia da Preciséo e da Veracidade no resultado analitico, sendo que quanto melhor o
desempenho do ensaio nestes dois parametros, melhor a exactiddo e,
consequentemente, menor a incerteza associada ao resultado™.

No estudo deste parametro apenas serdo apresentados os resultados
correspondentes a dois dos compostos, nomeadamente, para a Clomipramina e para a

Sertralina, que evidenciaram ser representativos do conjunto de ADs estudados.

3.2.7.1 Precisdo em condi¢cdes de repetibilidade

Tal como referido anteriormente, a precisdo pode ser verificada em trés condi¢cbes
distintas: repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade. Neste estudo avaliou-se
a precisdo apenas em condicdes de repetibilidade, uma vez que este modo de avaliacdo
esta associado a precisado obtida em condi¢cdes semelhantes (mesmo laborat6rio, mesmo
operador e equipamento, num curto intervalo de tempo)?.

Para a avaliacdo da precisdo em condicdes de precisao intermédia no método de
validacdo, seria necessaria a aquisicdo de dados obtidos em ambiente de rotina, de
forma a ser possivel uma avaliagdo mais aprofundada do comportamento da gama de
trabalho, isto €, através do estudo de sub-gamas previamente definidas. Todo este
processo tornou-se condicionado pelo factor tempo, uma vez que, para aglomerar todos
0s resultados necesséarios para o estudo deste parametro, seria necessario um longo
periodo de tempo de estudo, factor que néo se coaduna com o periodo de tempo previsto
para o desenvolvimento desta dissertacdo. Por fim, para a avaliagdo da precisdo em
condi¢Bes de reprodutibilidade seria necesséria a variacdo de algumas condi¢cdes, como
diferente operador e diferente laboratério, 0 que ndo é aplicavel ao modo de operar dos
STF do INML, I.P..

Para o estudo de repetibilidade foram preparados dois niveis de concentracao
(nivel de concentragéo baixo e alto) representativos da gama de trabalho de cada um dos
compostos, com dez ensaios para cada nivel, sendo que estes se realizaram em cinco
dias diferentes, com duplicados em cada um dos dias, para cada nivel de concentracéo
seleccionado®®?. A titulo exemplificativo dos resultados obtidos na estimativa da preciséo

nas condicbes de repetibilidade, estudo efectuado através do comportamento do
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coeficiente de variacdo (Equagdo 1.8, na pagina 33) nos dois niveis de calibracdo
representativos da gama de trabalho, serdo apenas apresentados os valores referentes a
dois dos compostos estudados, sendo estes representativos do comportamento de um
composto com o seu Pl deuterado homologo (Clomipramina) e de um composto com o Pl
gue lhe permitiu adquirir o melhor sinal analitico (Sertralina).

Para além dos resultados do estudo do coeficiente de variagdo obtidos a partir da
média e do desvio-padrao da repetibilidade (Equacédo 1.7, na pagina 32), também serdo
apresentados os valores obtidos na determinacdo do limite de repetibilidade (Equacao
1.9, na péagina 33), cujo valor serve, posteriormente, de critério de aceitacdo para a
avaliacdo, e eventual aceitacdo, da diferenca absoluta entre os dois resultados obtidos

B2 Desta forma, e

em condi¢des de repetibilidade, com um intervalo de confianca de 95%
analisando os resultados apresentados, se se verificar a aceitagdo deste valor, 0
resultado final corresponde a média das duas determinacdes efectuadas.

Para a avaliacdo da precisdo em condi¢des de repetibilidade foi necessario ter em
conta os critérios de aceitacdo de resultados implementados pelo STF-N para este
parametro, ou seja, um coeficiente de variagdo menor do que 20%. Nas tabelas 3.10 e
3.11 é possivel constatar que os valores de coeficiente de variacdo, nos dois casos,

cumprem estes requisitos de aceitacéo.

3.2.7.2 Veracidade

O estudo da Veracidade pode ser avaliado de diversas formas, como ja foi
evidenciado no ponto 1.6.5.2. Para o ambito deste trabalho, 0 método escolhido para a
obtencdo da estimativa do valor de veracidade foi a avaliagdo do erro da veracidade a
partir de ensaios de recuperacdo em amostras brancas fortificadas!.

O modelo experimental aplicado ao estudo da recuperacdo do método obrigou a
preparacdo de dois niveis de concentracdo (nivel de concentracdo baixo e alto)
representativos da gama de trabalho de cada um dos compostos, com cinco ensaios para
cada nivel analisados em cinco dias diferentes. Posteriormente, para cada dia e nivel de
concentracao determinou-se a recuperacao e calculou-se, ja numa fase final do estudo, a
recuperacao média (Equacao 1.10, na pagina 34).

As tabelas 3.12 e 3.13 representam os resultados da estimativa da veracidade, nos
dois niveis de calibracao representativos da gama de trabalho, para os exemplos da

Clomipramina e da Sertralina, respectivamente.
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Tabela 3.10 Estimativa da precisdo em condi¢cdes de Repetibilidade para os dois niveis de

concentracao representativos da gama de trabalho da Clomipramina.

100 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 1 159,66 95,15 171,34 143,19 64,7
Réplica 2 189,41 88,72 133,47 143,98 67,98
Sr 10,89
CV(%) 6,24 11,85 7,15 7,58 16,42 CVmédio(%0)
9,85
Limite de
repetibilidade (%)
27,57
2500 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 1 3381,16 | 2787,66 | 1351,48 | 2285,69 | 1908,57
Réplica 2 3028,6 | 2423,83 | 1343,55 | 2457,43 | 1843,63
St 120,51
CV(%) 3,76 4,62 8,94 5,08 6,42 CVmedio(%)
5,77
Limite de
repetibilidade (%)
16,15

Tabela 3.11 Estimativa da precisdo em condi¢bes de Repetibilidade para os dois niveis de

concentracdo representativos da gama de trabalho da Sertralina.

100 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 1 129,06 614,62 77,19 584,77 125,10
Réplica 2 140,60 619,26 88,08 578,28 119,61
St 4,16
CV(%) 3,08 0,67 5,03 0,71 3,40 CVmedio(%0)
2,58
Limite de
repetibilidade (%)
7,22
2500 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 1 2362,94 2516,91 1565,99 2436,74 2175,13
Réplica 2 2025,93 | 2180,15 | 1498,32 | 2472,45 | 2155,98
S 107,98
CV(%) 4,92 4,60 7,05 4,40 4,99 CVmedio(%0)
5,19
Limite de
repetibilidade (%)
14,53
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Tabela 3.12 Estimativa da Veracidade para os dois niveis de concentracdo representativos da

gama de trabalho da Clomipramina.

100 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 95,15 88,72 143,19 143,98 133,47
Recuperacio 0,9515 0,8872 1,4319 1,4398 1,3347 R m
SRecup 0,2686 1,20_90
2500 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 1908,57 2285,69 2423,83 2457,43 | 2787,66
Recuperagao 0,7634 0,9143 0,9695 0,9830 1,1151 R m
SRecup 0,1273 0,491

Tabela 3.13 Estimativa da Veracidade para os dois niveis de concentragao representativos da

gama de trabalho da Sertralina.

100 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 88,08 119,61 125,10 129,06 140,60
Recuperagao 0,8808 1,1961 1,2510 1,2906 1,4060 R m
Shecus 0,1969 1,2049
2500 ng/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Réplica 2180,15 | 2362,94 | 2436,74 | 2472,45 | 2516,91
Recuperagao 0,8721 0,9452 0,9747 0,9890 1,0068 R m
SRecup 0,0528 0,95_75

Os resultados obtidos foram avaliados tendo em conta os critérios de aceitacao de
resultados para métodos quantitativos implementados pelo STF-N, para este parametro,
ou seja, os valores de recuperacdo média ndo deveriam ser significativamente diferentes
de 100%™, Assim sendo, e tendo em conta os resultados apresentados nas Tabela 3.12
e Tabela 3.13, pode-se constatar que, nos dois casos apresentados, as recuperacoes
ndo excedem os 20%, em média, do valor teoricamente considerado como ideal (100%),
0 que se traduz no cumprimento dos critérios de aceitacao implementados.

3.2.7.3 Incerteza de Medicao

O calculo da incerteza é uma caracteristica que acompanha todo o procedimento
de validacdo de um método analitico, sendo um processo dinamico, com uma avaliacdo
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indexada ao ciclo de vida do procedimento de ensaio analitico. A Incerteza de medicéo é
um parametro que visa caracterizar a dispersdo dos valores da grandeza que séo
atribuidos & mensuranda a partir das informagdes usadas®®?.

Tal como descreve o ponto 1.6.5.3, a avaliagdo deste parametro pode ser realizada
por diversas abordagens, sendo que, para o ambito deste trabalho, se optou por
quantificar a incerteza de medigéo, tendo por base os dados de validacdo e/ou controlo
interno de qualidade (precisdo em termos de repetibilidade e erro de veracidade). Nesta
abordagem, as componentes de incerteza, componentes individuais de cada um dos
parametros referidos anteriormente, sdo combinadas (Incerteza-padrdo combinada). As
determinagbes da incerteza associada a precisdo avaliada em condigcbes de
repetibilidade e da incerteza associada a veracidade foram obtidas a partir das Equagéo
1.11 e Equacdo 1.12, respectivamente, e a combinacdo destas duas componentes
independentes foi calculada através da expressdo demonstrada na Equagédo 1.14.

Como também foi referido na parte introdutéria, quando o método é aplicavel a uma
elevada gama de concentracbes, 0s componentes de incertezas devem ser
contabilizados como componentes independentes de uma expressdo multiplicativa e,
sempre que as incertezas associadas a precisdo avaliada em condi¢es de repetibilidade
e a veracidade s&o estimadas recorrendo a um numero elevado de ensaios
experimentais, a incerteza pode ser determinada para um nivel de confianca
aproximadamente igual a 95%, designando-se por incerteza expandida combinada’®?
(Equagéo 1.15).

Nas Tabela 3.14 e Tabela 3.15 sdo apresentados os resultados estimados para a
incerteza associada a precisdo em condicbes de repetibilidade, para a incerteza
associada a veracidade, para a incerteza-padrao combinada e para a incerteza
expandida combinada, nos dois niveis de calibragdo representativos da gama de
trabalho, correspondentes aos exemplos dos compostos admitidos anteriormente
(Clomipramina e Sertralina), respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se dizer que:

- Para o nivel de calibracé@o baixo: Clomipramina = 100 + 30,27 ng/mL;

Sertralina = 100 + 21,54 ng/mL.
- Para o nivel de calibracéo alto: Clomipramina = 2500 + 288,36 ng/mL;
Sertralina = 2500 + 125,04 ng/mL.
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gama de trabalho da Clomipramina.

Tabela 3.14 Estimativa das incertezas para os dois niveis de concentracdo representativos da

100 ng/mL
Repetibilidade Uprecisao = Sr (%) 2,02
Veracidade u(Rm) (%) 14,52
Padrdo Combinada u(y) 15,14
Expandida Combinada u(y) 30,27
2500 ng/mL
Repetibilidade Uprecisao = Sr (%) 2,02
Veracidade u(Rm) (%) 5,40
Padrédo Combinada u(y) 144,18
Expandida Combinada u(y) 288,36

gama de trabalho da Sertralina.

Tabela 3.15 Estimativa das incertezas para os dois niveis de concentragdo representativos da

100 ng/mL
Repetibilidade Uprecisao = Sr (%) 1,87
Veracidade u( Rm) (%) 10,61
Padrao Combinada u(y) 10,77
Expandida Combinada u(y) 21,54
2500 ng/mL
Repetibilidade Uprecisgo = Sr (%0) 1,07
Veracidade u(Rm) (%) 2,26
Padréo Combinada u(y) 62,52
Expandida Combinada u(y) 125,04
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4 ConclusoOes e Sugestoes

para Trabalhos Futuros

Relativamente ao desenvolvimento da metodologia analitica, incluiram-se neste
estudo a determinacdo dos tempos de retencdo e a caracterizagdo dos respectivos
espectros de massa e o0 estudo dos parametros de aquisi¢cdo para 15 antidepressivos e
dois padrbes internos deuterados. Foi possivel separar e identificar inequivocamente
todos os compostos considerados neste estudo através dos tempos de retengdo, que
compreenderam valores entre os 8,48 e os 15,86 minutos, e dos respectivos espectros
de massa, adquiridos em modo SIM-SIM.

O método revelou-se especifico e selectivo, quando confrontado com amostras
reais, dada a auséncia de falsos resultados positivos e negativos e, consequentemente,
de interferéncias provenientes da matriz. A identificagdo dos compostos analisados foi,
mais uma vez, inequivoca.

Os LD e LQ obtidos para os quinze ADs estudados com o método implementado
permitem a detec¢do de valores inferiores aos niveis de concentragéo sub-terapéuticos e,
por isso, a determinacao directa do teor destes farmacos em sangue total.

Relativamente a Linearidade/Gama de trabalho, o intervalo de concentracdes obtido
dependeu do AD considerado, estando localizado entre 10 e 9910 ng/mL para toda a
gama de compostos analisados. De um modo geral, as menores concentragdes do
intervalo linear foram obtidas para os ADs Citalopram, Dotiepina, Trimipramina e
Mianserina, e as maiores para a Sertralina.

A extraccdo por SPE revelou-se de extrema importancia, jA que as amostras de
sangue ndo podem ser injectadas directamente no cromatégrafo. A eficiéncia desta
extraccdo foi também adequada, uma vez que se encontrava compreendida entre os

valores limite previstos para estas metodologias no STF-N.
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Durante todo o procedimento de validacdo, o método comprovou ser robusto,
salvaguardando sempre a aplicacdo dos planos de manutencdo aos equipamentos e a
adequada rastreabilidade de padrbes e de reagentes. Paralelamente, verificou-se a
inexisténcia de fendbmenos de arrastamento durante a fase extractiva e a fase analitica,
ocorréncia que protege o método de situa¢gdes comuns, como a analise de amostras com
concentracoes elevadas.

Por fim, a avaliacdo da Exactiddo do método, ou seja, a determinacao da Preciséo,
da Veracidade e da Incerteza de medicao foi concretizada nas condi¢Bes disponiveis
agquando do periodo de validacdo de um método. Desta forma, a precisao foi avaliada em
condicbGes de repetibilidade, tendo-se evidenciado coeficientes de variacdo inferiores a
20%, valores que cumpriam os critérios de aceitacdo de resultados implementados pelo
STF-N. O mesmo se constatou com a avaliacdo da veracidade, na qual se obteve valores
de recuperacao que ndo excederam os 120%.

De um modo geral, e tendo como finalidade a aplicagdo do método as andlises
toxicologicas de rotina do STF-N, o estudo dos parametros, qualitativos e quantitativos,
permitiu confirmar a adequabilidade do método ao seu propdsito, uma vez que, quando
comparado a outras técnicas analiticas, como por exemplo GC-MS e HPLC-MS,
aplicaveis a deteccao de ADs, permite a obtengéo de resultados com maior sensibilidade.
No entanto, é importante considerar que este método deve, como qualquer outro, ser alvo
de constantes melhorias. Neste sentido, propdem-se algumas abordagens que poderdo
ser tidas em conta em trabalhos futuros neste dominio:

e Avaliacdo da Precisdo Intermédia, apos a implementacdo deste método em
andlises toxicoldgicas de rotina, assim como o estudo da Veracidade e da estimativa da
Incerteza de medicao através de participagfes em ensaios interlaboratoriais.

e Optimizagdo da fase extractiva, de forma a garantir a aquisicdo de melhores
sinais analiticos, nomeadamente, a Microextrac¢cdo em Fase Solida.

» Estudo de factores de diluicdo, de forma a estimar o factor de diluicdo das
amostras mais concentradas que as enquadre na gama de trabalho definida.

e Avaliacdo da estabilidade dos analitos na fase extractiva e na fase
cromatograéfica, a longo prazo, ou seja, no ambito do tempo necessario para a execugao
de uma série de trabalho, assim como em ciclos de congelacdo/descongelacdo da
amostra ou do extracto da amostra.

e e por fim, o estudo do comportamento dos diferentes analitos com o seu PI

deuterado homologo.
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ANEXO A

Desenvolvimento de um método analitico

ANEXO A.l, Espectros de Massa em Modo SCAN

Spectrum 1A
BP: 44.1 (457352=100%), fluoxatina Sppm 4-15-2011.xms 8.480 min Scan: 135, 42.0:400.0>, RIC: 1.3718+6
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Figura A.1.1 Selecc¢édo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Fluoxetina.
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ANEXO A.1 (continuacao)

|Spectrum 1A
|BP: 58.1 (124369=100%), venlafaxina Sppm 2-7-2011.xms 10.591 mir, Scan: 220, 42.0:400.0>, RIC: 35197
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Figura A.1.2 Selecc¢do do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Venlafaxina.
[Spectrum 1A i
|BP: 58.1 (1.989¢+6=100%), amitriptilina Sppm 2:7-2011001.xms 11.735 min| Scan: 266, 42.0:400.0>, RIC: 3.582e+8|
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Figura A.1.3 Selecc¢édo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Amitriptilina.
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ANEXO A.1 (continuacao)

11.893 min{ Scan: 272. 42.0:400.0>. RIC: 55893(
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Figura A.1.4 Selecc¢éo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Trimipramina-d3.
Spectrum 1A
BP: 58.1 {484249=100%). timipramina Sppm 2-7-2011.xms 11.918 min. Scan: 273. 42.0:400.0>. RIC: 1 177e+6
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Figura A.1.5 Selecc¢éo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Trimipramina.
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ANEXO A.1 (continuacao)

|Spectrum 1A

!BP: 44.1 (311941=100%). nortriptilina 5ppm 2-7-2011.xms 11.840 minf Scan: 274, 42.0:400.0>, RIC: 6647
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Figura A.1.6 Selecc¢do do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Nortriptilina.
|Spectrum 1A
BP: 193.1 (355882=100%). mianserina Sppm 2-7-2011,mey, 11.957 min{ Scan: 275. 42.0:400.0>. RIC: 2.400e
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Figura A.1.7 Selecc¢é&o do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Mianserina.
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ANEXO A.1 (continuacao)

|Spectrum 1A

EBP: 234.2 (230804=100%), imipramina 5ppm 2-7-2011.xms o~ 12.089 min.!Scan: 278. 42.0:400.0>, RIC: 1.896e-
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Figura A.1.8 Selecc¢édo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Imipramina.

;Spectrum 1A
|BP: 185.1 (375164=100%). mirtazapina Sppm 2-7-2011 yme, 12.408 min| Scan: 293, 42.0:400.0>, RIC: 1.454e+

!195.1!

100°

Mirtazapina

l&o Precursor: 195

-~

2

500 3
ol
1941
- 101645
° 43.1 1 °
53077 % 180.2 265.2
i U neeor I 2212 -,
ﬁ a L {q’\! ~ 32?49” 2‘1": 35!463 T‘;
0 " L. | L " ||| a gl o Ll L \!a |
| T N - T
! 50 100 150 200 250 300 350 400

Figura A.1.9 Selecc¢édo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Mirtazapina.
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ANEXO A.1 (continuacao)

[Spectrum 1A
IBP: 44.0 (223209=100%). maprotilina 5ppm 2-7-2011.xms 13.211 min} Scan: 325, 42.0:400.0>, RIC: 1.075e-
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Figura A.1.10 Selecc¢édo do ido-precursor, ho espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Maprotilina.
Spectrum 1A
BP: 274.1 (146060=100%). sertralina Sppm 2-7-2011.xms 13:588'min/ Scan: 341, 42.0:400.0>, RIC: 1.28
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Figura A.1.11 Selecc¢édo do i&o-precursor, nho espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Sertralina.
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ANEXO A.1 (continuacao)

Spectrum 1A

BP: 58.1 (1.261e+6=100%). dotiepina Sppm 2-7-2011.xms 13.772 min! Scan: 348, 42.0:400.0>. RIC: 3 5129—6‘
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Figura A.1.12 Selecc¢édo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Dotiepina.
|Spectrum 1A
|BP: 58.1 (1.679e+6=100%). citalopram 5ppm 2-7-2011.xms 13.946 min, Scan: 355, 42.0:400.0>. RIC: 4.101
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Figura A.1.13 Seleccédo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Citalopram.
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ANEXO A.1 (continuacao)

8=100%), mis Q07 itk Scan: 357, 42.0:400.0>, R
1 Clomipramina-d3 i
il l&o Precursor: 317
.

Figura A.1.14 Selecc¢édo do ido-precursor, ho espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Clomipramina-d3.

Spectrum 1A

100%). clomipramina Sppm 2:7-2011.xms 14.020 min! Scan: 358 42.0:400.0>, RIC: 3.118e+6
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Figura A.1.15 Seleccédo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Clomipramina.
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ANEXO A.1 (continuacao)

Spectrum 1A

BP: 44.0 (138365=100%). n-desmetilclo Sppm 2-7-2011.xms 14.320 mir], Scan: 370, 42.0:400.0>, RIC: 1.726e+6
10003 40 3
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Figura A.1.16 Seleccéo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

N-Desmetilclomipramina.

Spectrum 1A
BP: 44.1 (54054=100%). paroxetina Sppm 2-7-2011.xms

15.860 min, Scan: 432, 42.0:400.05, RIC: 382(
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Figura A.1.17 Seleccédo do ido-precursor, no espectro de massa obtido em modo SCAN, para a

Paroxetina.
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ANEXO A.2, Espectros de Massa em Modo SIM-SCAN

Q =
|BP: 1425 (16734=100%), fluoxetina Spom 4-18-2011001.xms 8.492 min, Scan: 547, 162.0>42.Q468Q [-£0.0V]_RIC: 74976
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Figura A.2.1 Selecc¢éo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Fluoxetina.

Spectrum 1A
BP. 4L (12153=100%), venlafaxina Sppm 2-23-2011.xms 10.586 min, Scan: 1754, Merged, RIC: 21772
100%4 910 ! 4
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Figura A.2.2 Selecc¢édo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Venlafaxina.
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ANEXO A.2 (continuacao)

Spectum 1A
BP: 215.0 (2713=100%), amitriptiling 3-1-2011.xms 11752 min, Scan: 2641, Merged, RIC: 5234
1 2150 ]
100%—5 Amitriptiling — 14V (gﬁ‘?
ke @ *
: TE
0% ]
25% 1
] 2139
0% 1
‘ % 180 175 Py 25 %0

mfz

Figura A.2.3 Selecc¢éo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo
seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Amitriptilina.

Trimipramina-D3 - 10V

Figura A.2.4 Selecgéo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Trimipramina-d3.
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ANEXO A.2 (continuacao)

-3-2011002.xms 11.927 min, Scan: 2845, Merged. RIC: 4140
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Figura A.2.5 Selecc¢éo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Trimipramina.

Spectrum 14

BP: 215.0 (1231=100%), nortriptiling Sppra 3-1-2011.xms e 11.952 min, Scan: 2881, Merged, RIC: 3590
100% o 20200 2150 N
i Norrpflina —25V kﬂ"a) 1531 :
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Figura A.2.6 Selec¢éo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Nortriptilina.
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ANEXO A.2 (continuacao)

spectrum 1A

BP: 165.0 (13206=100%), mianserina Sppm 4-28-2001001.xms 11.994 min, Scan: 2929, Merged, RIC: 18504
100%] Wianserina - 20V s ]
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Figura A.2.7 Selec¢éo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo
seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Mianserina.

Spectrum 1A
BP: 218.1 (22867=100%). imipramina 5ppm 2-18-

100%7 Imipramina — 20V

12.056 min, Scan: 2822. 234.0>42.0:234.0 M%ﬁ 162845
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Figura A.2.8 Selecc¢éo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Imipramina.

()]
(@]
X
L
z
<
<
—
=
>
@
o




ANEXO A.2 (continuacao)

BP. 194.0 (118131=100%), mirtazapina Sppm 2-18-2011.xms 12,430 min. Scan: 3003. 195.0>42.0:195.0:30.0V] RIC 527972
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Figura A.2.9 Selecc¢éo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Mirtazapina.

pectum 1A

BP: 59,0 (2046=100%), maprotiing Sppm 2-28-2011 xms 13221 min, Sean: 329 Merged, RIC: 3493
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Figura A.2.10 Seleccédo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisao

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Maprotilina.
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ANEXO A.2 (continuacao)

Spectum 1A
BP. 2620 (2511=100%), sertralina Sppm 2:28-2011.xms 13611 min, Scan: 4093, Merged, RIC: 7349
100% @) Sefralna — 15V @
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Figura A.2.11 Seleccédo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisao
seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Sertralina.
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Figura A.2.12 Seleccédo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisao

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Dotiepina.
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ANEXO A.2 (continuacao)

Spectrum 1A

BP. 218.0 (1096=100%), citalopram Sppm 2-28-2011.xms 13,968 min, Scan: 4348, Merged RIC: 2100
0% Ciralonram - 15v W) )
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Figura A.2.13 Seleccéo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Citalopram.

Clomipramina-D3-10V

Figura A.2.14 Seleccédo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisao

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Clomipramina-d3.
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ANEXO A.2 (continuacao)

0 (1882=100%), clomipramina Sppm 3-3-2011.xms . 14.045
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Figura A.2.15 Seleccédo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisao

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Clomipramina.
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Figura A.2.16 Seleccédo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisao

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a N-Desmetilclomipramina.
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ANEXO A.2 (continuacao)

a Spom xns 15878 min_ Scan: 4887. 152 0>42.0:192.0515.0M RIC: 71377
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ST

67.8 737 90

Y P 3102 = 04

i 03 @3 e

W \1)5/(’ |\
% 125 s

Figura A.2.17 Seleccédo do ido-precursor e dos ides-produto com a energia de colisdo

seleccionada, no espectro de massa obtido em modo SIM-SCAN, para a Paroxetina.
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ANEXO B

Especificidade/Selectividade e Capacidade de ldentificacdo

Amostra: Positivo 1 Padrio Interno: Clomipramina-d3 Operador: LT
Substineia: Fluozetina_1 Controlo: Positivo 2 Diata: 03-08-201
Observagdes: E=pecificidadeSelectividade [Iml amostra Sg)
Controlo: Positivo 2 [Efa] frea Arearelativa Talerincia limite inferior limite supericr
1"iza 143 Tran 100,052
2ida 1z 285 938 10 abs. 235 03,5
o 162 1443 R 5 abs. 125 235
LED]
Fluozetina_1[tr] = &80 0,1 zb=. 8,399 8,599
Clomipramina-d [tr.] = 1400 bIr = 0,607 el 0,601 0,613
Amostra: Positivo 1 l30 Area Arearelativa Conformidade
"o 143 T 100,024 conforme
3o 12 7436 96,25 conkorme
o 162 1750 2REx conforme
$ido
Fluouetina_1[tr] = 244 conforme
Clomipramina-d3 [tr.) = 1401 LI = 0,606 conforme
kCnumAi Positiva 1_10mLSg 5-3-2011.xrms lons: 112.0 kCnum7 Positivo 2_1,0mLSg 5-3-2011.xms lons: 112.0
Apex: 8.490 min. : Apex: 8.499 min :
33 Area: 7436 EE| Area: 7285

KCount:
PE!

Apex: 8485 min
Area: 7729

Positiva 1_10mLSg 5-3-2011. xms lons: 143.0 KCount:
< ]

Apex: B.439
Es| Avea: 7790

min.

0755 Apex: B.490 min
Area: 1750

Positiva 1_1,0mL8g &-3-2011.xms lons: 162.0 [834

: Apex: BAD4
H 6003 Avea: 1443

min.

Figura B.1 Confirmacéo da positividade para a Fluoxetina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificacao.
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ANEXO B (continuacéao)

Amostra: Positivo 1 Padrdo Interno: Trimipramina-d3 Operador: LT
Substdncia: Venlafaxina_1 Controlo: Positive 2 Data: 11-04-2011
Observacies: Ezpecificidade/Selectividade (1mL amostra Sg)
Controlo: Positive 2 lao Area Area relativa Tolerdncia limite inferior limite superior
1% ido 91 33454 100,0%
2 ido 119 18170 48,3% 20% rel. 38,6% 57 9%
3° ido 124 4550 13,%% 5 abs. &,9% 18,%%
4° ido
Venlafaxina_1 (tr.)= 10,60 0,1 abs. 10,458 10,688
Trimipramina-d3 (t.r.} = 11,89 trr.= 0,891 1% rel 0,832 0,500
Amostra: Positive 1 lan Area Area relativa Conformidade
17 ido 91 23025 100,0% conforme
2° ido 119 11304 49 1% conforme
3° ido 124 2414 14,8% conforme
47 ido
Venlafaxina_1 (tr)= 10,62 conforme
Trimipramina-d3 (t.r.} = 11,89 trr.= 0,893 conforme
keountd] Positvo 1 4012011, xins lons: 910 B kCountd] Positiva 2 4-11:2011 xins lons: 910 B
1604 _
" P [T g g :
7.5 — 0 =
o 509 — o H
e N\ H a\ E
N . 257 / \\H :
L e — = o I —
kCounte] Positivo 1 4-11-2011 xms lons: 119.0 WF] kCounta] Positivo 2 4-11-2011 xms lons: 119.0 m
B 7 =
i o g Lo g ;
“ K & K
ﬂ - = E 4 f
2 = * B
2] E
1 . = I - B
o] R — R — o3 — R —
kCounte] Posilivo 1 4-11-2011 xms lons; 134.0 M‘! kCount: Positivo 2 4112011 s lons: 130 [B14
1.604 : 209 ’
1.254 :::; 3‘1?1515 min - 154 Qf:: A‘\Eusgsa ™ —
1,004 = :
a 075 B o g *
0604 7
054 -
0003 — 004 _
104 05 106 07 108 mma‘dgg 04 05 06 07 0.8 g e

Figura B.2 Confirmacao da positividade para a Venlafaxina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagéo.
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ANEXO B (continuacéao)

Amiostra; Positivo 1 Padrio Interno: Trimipramina-d3 Operador: LT
Substincia: Amitriptilina_1 Controlo: Positivo 2 Diata: 1-04-2011
Observagdes: Especiticidade!Selectividade [ImL amostra Sq)
Contralo: Positiva 2 lio Area Arearelativa Tolerincia limiite inferiar limite superior
%o 215 2z 100,052
2'iEo 202 1281 L 10 ab=. 47.9% [
3ido 213 403 185 5 abs. 13,5 230
{ifa
Amitriptilina_1[tr] = 176 0,1 abs. 1,655 11,865
Trimipramina-d3 [tr.] = 1,29 Lrr. = 0,929 12 rel. 0,974 0,992
Amostra: Positivo 1 lio Area Arearelativa Conformidade
*iio 215 12493 100,022 conforme
2ifa 202 1104 B83 conforme
Aido 213 el e} 19,13 conforme
{rifa
Amitriptilina_1[tr.] = 178 conforme
Trimipramina-d3 [tr.] = 1,83 bir =z 0,339 conforme
Counte] Positvo 1 412011 ks lons: 2020 B Counts Positivo 2 4112011 xms lons: 2020 [619
E f H [k ﬁ\ H
700 = 700 ) N
600 \ 600 Apexc 11756 min” / \ i
5o : Avea: 1261 :
o RER o n :
300 2 a0 / \
200 / 3 200 ]
1004 - ‘/ \ o H 1004 B / \\\ o 7
o e —— e ————— - —. — ~ 3
Countsd ,’ Positivo 1 4-11-2011 xms lons: 213.0 m Count: A Positivo 2 4-11-2011 xms lons: 213.0 m
200 \ H 250 / E
150 Ao 11760 i \ jz;': ﬁf:ax:;nuss in”
E 100 \ /
H 1004 <
50 H b
/‘ \ : 505 \\
[ e —— st T — [ e ———— e
kCountsy 1 Positiva 1 4-11-2011 xme lan: 150 j Positiva 2 4-11-2011 xms lon: ]
1004 I i
‘\“ \ H Apex 11,755 min 4
0764 Apex: 11,780 min | \‘ Ares: 2212
Area: 1893 [
B f
0504 (Y H
0.00§ ) = 0.0 ‘ -
e " e g 0 i 2 s e "7 e s 2o 21 %ﬁ@ms

Figura B.3 Confirmacao da positividade para a Amitriptilina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagéo.
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ANEXO B (continuacéao)

Amostra: Positivo 1 Padrio Interno: Trimipramina-d3 Operador: LT
Substincia: Trimipramina_1 Controlo: Positivo 2 Diata: 1-04-201
Observagdes: EzpecificidadefSelectividade [Iml amostra Sg)
Controlo: Positiva 2 l30 Ares Area relstiva Tolerdncia limite inferior limite superior
Tida 4 E21 00,0
2'iEo a3 552 08,9 10 ab=. TE A 98,9
ida 294 o] 209 205 rel. 287 431
4o
Trimipramina_1(tr.) = 1.4 0,1 abz=. 1,806 12,006
Trimipramina-d3 [Lr] = 1,89 krr = 1,00 1% rel 0,991 101
Amostra: Positivo 1 l30 Ares Area relativa Conbormidade
Tida &4 G4z 00,025 conforme
2'ifo 39 =iy 98,7 conforme
ido a4 23 4255 conforme
4 ido
Trimipramina_1[tr.) = 1492 conforme
Trimipramina-d3 [Lr] = 1,90 Lrr = 1,001 conforme
Courts] Positivo 1 4012011 xms ons: 840 G5 Countd] Posiliva 2 4-11-201 1 xens lons: 940 (615
H 300°] <
250 Apox 11916 min - apo 11,908 min :
0y 200 :
| 1 e 150 :
100 < 100 =
s — 509 K
Count: Positivo 1 4-11-2011.xms lons: 99.0 W;i Countsg Positiva 2 4-11-2011.xms lons: 99.0 m
3004 = i
- 2604 —
2504 Apex: 11918 min - Ao 11,906 min i
2004 H
B 4 E
1004 ooy 7
o = A0 7
= o ~
Courits Positiva 1 4-11-2011.xms lons; 284.0 (004 Countsg Positive 2 4-11-2011 xme lons; 2840 [0
126+ H
100 Apex: 11 806 min
1004 Apex: 11,816 min Ares: 223
Avea: 231 253 :
H 76
504 a0 =
253 %5 H
o] 0 =
" " s 10 i 22 33 ﬁemmm "7 8 " 0 21 2 23 ﬁ‘:ms

Figura B.4 Confirmacéo da positividade para a Trimipramina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.
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ANEXO B (continuacéao)

Amcstra: Positivo 1 Fadrio Internc: Clomipramina-d3 Operadar: LT
Substincia: MNortriptilina_1 Controlo: Positivo 2 Dlata: 03-058-201
Obzervagles: Ezpecificidade!Selectividads [ImL amostra Sg)
Contralo: Positiva 2 1] firea Arearelativa Tolerincia limite inferior limite superior
*ida 200 B33 00,05
2'ida 202 4016 E34% 10 abs. B34 a4
ifo 176 E25 99 5 abs. 49 4,95
41ida
Martriptilina_1[tr) = 147 0,1abz. 1870 12,070
Clomipramina-d2 [tr.] = 14,00 (AR 0,255 el 0,246 0,262
Amiostra; Pasitivio [ET] Area Arearelativa Conformidade
%o 200 Ga0g 00,034 conforme
2ido 202 a7 B4,32 conforme
Jida 176 B26 05 confarme
4rida
Mortriptilina_1(tr) = 1,47 conforme
Clomipramina-d3 [tr.] = 14,01 LI = 0,855 conforme
Counts]

Pasitivo 1_10mLSg 5-3-2011 xms lons: 176.0 Counts] Positivo 2_1,0mLSg 5-3-2011 xms lons: 176.0

250

- Apex: 11.970 min
: Area: 625

Apex: 11.971 min
Area: B26

Pl

1509

1004

51

o
KCounte] Positivo 1_1 0mLSg 6-3.2011.xms lons: 200.0

25 = Apex: 11.970 min
roor 11671 Avear 5333
pex min E
24 Area: 5808 -
B 159

1.4

0.5

00g -
kCounts] Positivo 1_10mLSg 5-3-2011.xms lans: 202.0 kCounts] Positivo 2_1,0mLSg 5-3-2011.xms lons: 202.0
Apex: 11.970 min
= E 159 Area: 4016
Apex: 11.971 min
Area: 3737 H
B 10 B 1o

055

0.05

2 123
minutes rinutes

Figura B.5 Confirmacéo da positividade para a Nortriptilina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagéo.
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ANEXO B (continuacéao)

Amiostra:
Substincia:
Observagdes:

Positivo 1
Mianserina_1
Especiticidade!Selectividade [ImL amostra Sq)

Fadrio Interno:
Controla:

Trimipramina-d3
Fositivo 2 Data:

Operador: LT
03-05-2011

Controlo: Paositiva 2 [E4a] frea Arearelativa Tolerincia limite inferior limite superiar
ido 165 366G 100,022
2vido 193 10332 282 20 rel. 22E k-
'iEo e 1073 2AK B0 rel. 15% 445
40 o
Mlianserina_1[tr] = 1,939 0,1ahbs. 1,885 12,086
Trimipramina-d3 (Lr.) = 1,89 LI = 1,008 el 0,995 1018
Amostra: Positivo 1] Area Arearelativa Conformidade
i3 165 34043 100,08 conforme
2vido 193 o1ze 23,1 conforme
AiEn 17 a0 2% conforme
40 o
Mlianserina_1[tr] = 1,93 conforme
Trimipramina-d3 [Lr.) = 1,90 LI = 1,008 conforme
KkCounts Positio 1_1,0mL8g 632011 xms lons: 1650 (B kCounts] Positivo 2_1 OmLSq 532011 xms lons: 1650 [l
B Apex: 11,987 min ' e H
Area: 34843 B Apex: 11.985 min. H
EE H 159 Ares; 8505 _
LI (LI
J N 7\ i
o o J -
Count Positivo 1_1,0mLSg 5-3-2011 xms lons: 178.0 m Count: Positivo 2_1 0mLSg 5-3-2011 xms lons: 178.0 m
Apex: 11.987 min G0 Apex: 11.985 min H
&0 ‘area; 680 0] Aveal 1073 H
0 H 400 - f
B ol /\ / EN | / \ /\
w0 < 0] - \ =
\ B I H
o/ \ VA /A :
o I EE i — of” R T
kcnumEE Positiva 1_1,0mLSg 53-2011 xms lons 193 0 I”\j kCounts] Positiva 2_1 ImlSg 532011 wms lons 1930 (3l {
& -
5] APex: 11,987 min B 5 Apec 11,985 min. E
B Area: 10332 H
“ H + H
A e - 2] - \ =
| : It / 7N\ E
o = o s E
e 2 23 MAWMES e ita 24 22 113 e

Figura B.6 Confirmacao da positividade para a Mianserina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.
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ANEXO B (continuacéao)

Amostra: Positivo 1 Padrio Interno: Trimipramina-d3 Operador: LT
Substincia: Imipramina_1 Controlo: Positivo 2 Diata: 1-04-2011
Obsemnvagles: EspecitizidadedSelectividads [1mL amostra Sg)
Controlo: Positivo 2 130 Area Arearelativa Tolerincia limite inferior limite superior
*ido 218 G442 00,0
2 ida 234 e S03 10 abs. 40,35 B0
g0 17 1763 275 200 rel. 220 32
4 ida
Imipramina_1[kr.] = 12,04 0.1ahs. 1941 1214
Trimipramina-d3 [tr.] = 1,29 Lrr = 102 12 rel. 1,002 1023
Amostra: Positivio 1 =] Area Arearelativa Conformidade
"ido 218 R430 100,02 conforme
2 ida 234 2340 B2 conforme
Iido 17 1654 30,55 conforme
41 j30
Imipramina_1(tr.) = 12,05 conforme
Trimipramina-d3 [tr] = 1,83 brr =z 1,014 conforme
KCount? Positve 1 4-11:2011 xms lons: 170 @ counts] Positivo 2 4-11-2011 xms lons: 117.0 [
Apax: 12,052 min. H H
N
m 050+ * EI 500+
025 N = 260+ /\\
/N : [
oo} 4‘/ \“ : [is \\— g
kCounts| Positiva 1 4-11-2011.xms lan=: 2180 0~ kcounte] Positivo 2 4-11-2011 xms lons: 2180 [0
4 2 g P el 'f
204 - 25 B
[nREE M=) 20 H
r A o \
05} a : [\ :
B 0.5 =
o] ‘)/ \_ : oo // \_
kCﬁungE Positive 1 4-11-2011 xms lons: 234.0 M_f kCounts] Positivo 2 4112011, xms lons: 2340 a4
126 fil!;‘ ;é’zgm e ‘ L& Apex: 12.041 min H
1o0d - Area; 3278
|5 EEE ‘g "M _
0.504 - 064 =
0.25 / \
0.009 = 0.0 =
e g 20 121 22 123 Wim‘immi "W "7 e "o 130 127 132 13 194 mmﬁeﬁs

Figura B.7 Confirmacéo da positividade para a Imipramina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.
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ANEXO B (continuacéao)

Amostra: FPositivo 1 Fadrao Interno: Clomipramina-d3 Operador: LT
Substineia: Mirtazapina_1 Controlo: Positivo 2 Diata: 1-04-201
Observagies: EzpecificidadetSelectividade [ImL amostra Sq)
Controlo: Positivo 2 (1) Ares Arearelativa Talerincia limite inferior limite superior
"o 167 4545 100,05
2'iEa 195 4434 739% 10 abs. B33 839%
o 151 26130 G402 10 abs. 440 E4.02
L kD]
Mlircazapina_1[tr.) = 12,43 0,1 ab=. 12,325 12,625
Clomipramina-d3 [kr] = 1401 bIr = 0,887 14 rel. 0,878 0,896
Amostra: Positivo 1 (1) Ares Arearelativa Conformidade
T*i%o &7 40156 100,052 conforme
2ido 195 29837 743 conforme
ido 151 213E B2 conforme
L kD]
Mlircazapina_1[tr) = 12,44 conforme
Clomipramina-d3 [kr] = 14,00 Lo = 0,888 confarme
KkCaunts Positive 1 4-11-2001.xms lons: 1510 B9 kCounts Positiva 2 411201 1.xms lons: 1510 [0
100 H 1253 _
Apex: 12,436 min : Apax; 12430 min i
e 21316 FRRIT vea: 25180 H
o o 7
E 5.0
H 25
0. +
kCount: Positiva 1 4-11-2011.xms lons: 167.0 m kCounts] Positiva 2 4-11-2011.xms lons: 167.0 m
20 = i
Apex: 12,436 min H ELE Apex: 12,425 min H
164 Area 40156 H Aroa; 46595 H
154 :
[ :
10 H
EE o = H
0 — - = == == L — — — — == ==
kCauntz] Positive 1 4-11-2011.xms lons: 1850 [0 kCourts? Positive 2 4-11-2011xins lons: 195.0 [a04
1604 y —
126] Nen " i Apox 12425 mn 3
10,04 -
A ;. H ] 0] :
““ I
269 H
0.0+ Z o] -
133 124 125 76 [EC 22 23 24 25 26 d?mmum

Figura B.8 Confirmacéo da positividade para a Mirtazapina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.
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ANEXO B (continuacéao)

Amioskra; Positivo 1 Padrio Interno: Clomipramina-d3 Operador: LT
Substancia: Maprotilina_1 Controlo: Positivo 2 Data: 1-04-2011
Observagdes: Ezpeciticidade!Selectividade [ImL amostra Sg)
Controlo: Positivo 2 [E4a] Area Arearelativa Tolerincia limirte inferior limite superiar
*ido 54 2823 100,054
2vido 277 1766 E2.23 10 abs. G2 Ta2u
ido 212 539 13,1 5 abz. 1% 241
40 o
Mapratilina_1[tr) = 1322 0,1 abs. 1307 13317
Clomipramina-d3 [vr.) = 14,01 LI = 0,944 el 0,934 0,953
Amostra: Positiva 1 1] Area Arearelativa Conformidade
i3 k] 3080 100,025 conforme
2vido 277 1620 529 conforme
Aviln 28 474 15 Fae conforme
40 o
flaprotilina_1 (k) = 1323 conforme
Clomipramina-d3 [vr.) = 14,00 LI = 0,945 conborme

1,257

Apex: 13.217 min
Area: 2623

Positivo 2 4-11-2011 xms lans: 59.0

Counts]
Apex: 13.216 min
1803 Arsa 474
B o)
50

KkCounts Pasitivo 1 4-11:201 1, xms lons: 890 B kcount:
1254 5 2
Apex: 13,233 min

1.00 A 3060

m 075
0504
025
oo — :

Positiva 1 4-11-2011.xms lons: 218.0

Apex: 13.217 min
Area: 539

Positivo 2 4-11-2011.xms lons: 218.0

Positivo 2 4-1-2011 xms lons: 277.0

kCounts] Positivo 1 4112011 xms lon:
075
A 13.217
Apex: 13,216 min e g™
Aroar 1520
Bl 080
025
.00
T T T

[EN] ER, 132 133 [EN] e

36
finutes

minutes

Figura B.9 Confirmacéo da positividade para a Maprotilina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.

n
(@)
x
L
zZ
<
©
N
©
>
@
a




ANEXO B (continuacéao)

Amostra: Positivo 1 Fadrao Interno: Trimipramina-d3 Operadar: LT
Substincia: Dotiepina_1 Controlo: Positive 2 Diata: 104201
Obzervagdes: EzpecificidadedSelectividade [ImL amostra Sq)
Controlo: Paositivo 2 lio Area Arearelativa Tolerincia limite inferior limite superior
1*i3a 202 BES 00.0%
ido 176 hlik:} 2Ran 202 rel. 2 etk
ido 160 124 22Ty B abs. 177 -
frido
Datiepina_1[Lr] = 1374 01 abs, 13687 12887
Trimipramina-d3 [Lr.] = 1.89 LIr = 1159 el 1148 JAL!
Amostra: Pogitivo 1 l3o Area Arearelativa Conformidade
*ida 202 B13 100,022 conforme
ido 175 42z 274 canfarme
ido 160 128 24.7% canfarme
frida
Dotiepina_1[tr.] = 1379 confarme
Trimipramina-d3 [tr.] = 189 LA 1160 confarme

Gounts] Positivo 1 4-11:201 1, xms lons: 1500 B g ounte] Positivo 2 4-11:2011 s lons: 1600 [G1%

| < B

Apex; 13,766 min : 50 N -

H pex: 13,767 min -

© Area: 128 : Area 129 :

H s =

' H Iy :

304 < Ay B

0] f mo™] -

104 \\ H 10 \ H

/ - H / A i :

N N\ e AN AN e

Counts] Positivo 1 4-11-2011.xms lons: 1750 B~ Counts] Positiv 2 4-11-2011.xms lons: 1760 [0}

70 E H

: Apex; 13,767 min i

a0 Apex: 13 786 min H ICE| avea: 150 o

Atea 142 :

i 60 :

504 - H

H 0 =

g H :
Bl w

a0 = :

: e /\ i

20 /\\ . 204 / H

104 \ A - -~ :

A 0] / k A S :

I . o N N - o e R AANARRN — i

Counts] Positivo 1 4-11-2011 xme lone: 2020 Conte] Pasitva 2 4112011 xne lons: 2020 I
Apex: 13,766 min H - :
200 19 : Apex: 13767 min
H 2009 H
150 H 1504 f H
5] | A
100 H 1o I K
H [
a0 [
a0 |
/ |
0] 3 | E
T T I T T T T T,
1350 1375 14,00 14725
Iinutes 1350 1375 1400 14,25 minutes

Figura B.10 Confirmacao da positividade para a Dotiepina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.
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ANEXO B (continuacéao)

Amostra: Positivo 1 Fadrio Interno: Clomipramina-d3 Operador: LT
Substincia: Citalopram_1 Controlo: Positivo 2 Data: 1-04-201
Obzervagdes: EspeciticidadefSelectividade [ImL amostra Sg)
Controlo: Positiva 2 [E4a] Area Arearelativa Tolerineia limite inferior limite superiar
1*iza 23 3368 100,052
o 238 2522 T 1k 10 abs. [N a6 1
I ido 183 ] 217k 5 abs. 16,72 26,7
L]
Citalopram_1[tr] = 1298 0.1 abs. 13264 14,064
Clomipramina-d3 [tr] = 14,01 Err = 10,996 1% rel. 0,986 1,006
Amostra: Positivo 1] Area Arearelativa Conformidade
1"ida 213 2869 100,032 conforme
2 ido 238 2037 0 conforme
o 183 54l 2065 confarme
LED]
Citalopram_1[tr] = 1395 conforme
Clomipramina-d3 (t.r.] = 14,00 LIE = 0,996 conforme
Counts] Positive 1 4112011 xms lons: 1630 @14 Counts Positivo 2 4112011 xms lons: 163.0 (a7
H 300 E
H Apex; 13,954 min, :
' Apax: 13979 min.” : 250 Arear 728 E
Ao 591 o0 H
m 10y 7 m 180+ ;
H 100 —f
504 - -
B0H _2
B SR i o] —— et r e
Count: Fositivo 1 4-11-2011.xmes lons: 2180 [0 kCount: Paositivo 2 4-11-2011.xms lons: 218.0 m
: 150 =
o Apex: 13,953 rain - 1.2 Apex: 13.954 min
Area: 2869 100 Area; 3358 :
E 03 _ m 0.75] -
260-] 2 050 B
0.25 =
i R— — : 0.0 68—t 8+
Counts] Positive 1 4-11-2011 xms lone: 2380 [l kCountd] Positivo 2 4-11-2011 xms lon
7004 <
e A 13963 i L ez E
600 i
H 0754 =
a 400 H
300: 3 050] H
200 _ B
\ : 025 :
100 =
= 00+ S e |
1350 1375 1400 1425 um‘ls"nmEg 37 38 [EX) 140 e 4z Mammum

Figura B.11 Confirmacao da positividade para a Citalopram em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.
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ANEXO B (continuacéao)

Amostra: FPositivo 1 Fadrao Internc: Clomipramina-d3 Operador: LT
Substineia: MN-Desmetilclomipramina_1 Controlo: Positivo 2 Data: 1-04-201
Observagies: EzpecificidadetSelectividade [ImL amostra Sq)
Controlo: Positive 2 (4] Frea Arearelativa Tolerincia limite infericr limite superiar
1"ido 262 2140 100,05
2iEa 263 ] 20,7 10 abs. T07% 30,7
o 217 1236 B8 10 abs. 478 ET.2x
LED]
M-Oesmetilclomipramina_1[tr) = 14,26 0.1 abs, 14,267 14 457
Clomipramina-d [tr.] = 14,01 LI = 1,025 el 1015 1,035
Amostra: Positivo 1 [ET] Area Arearelativa Conformidade
*ida 262 1742 100,054 conforme
2 ifo 268 1527 877 conforme
aido 27 341 BB, conforme
4 ida
M-Desmetilclomipramina_1[tr] = 14,36 conforme
Clomipramina-d3 [Lr.) = 14,00 LII = 1,025 conborme
KkiCount<] Positivo 14112011 xms lans: 217.0 B kCounts] ' Positivo 2 4112011, xms lons: 217.0 [B15
1.003 [\ = /‘ H
/ \ 1,009 4
075 \ H
\ 0759 \ Apesx: 14,357 min, '
[ / Area: 1236
050
\ Apex 14,366 min /I
0257 ‘ Area 991 0253 ‘\
nnn—4/ L‘ 0o J <
kCountsq Positivo 14-11-2011 xms lons: 2520 [0} kCountsq Positivo 2 4-11-2011.xms lons: 2520 [0}
h H 209 =
15
164 -
Apex: 14 357 min
B 5 Apex: 14,356 min 104 fuew 2140 - =
Area; 1742 - H
053 053 | —
00 —_————— = L :
KkCounts] Positvn 14112011 xms lons. 26680 13 kCountsd ' Posito 2 4112011 xms lons: 2680 14
1504 \‘ H
o] [l :
1254 | \‘
|
1.00 |1 Apex 14.357 min
a 0.75] | | Apex: 14 366 min o ‘\ ‘|‘ Aroa: 1728
/ | Area 1527 [
0604 | PPE! | \ H
035 ‘.J‘ | ] \ :
0,004 / \ 0od : \ .
1400 14125 1450 1475 e 1350 1375 400 1425 1450 1476 -

Figura B.12 Confirmacéo da positividade para a N-Desmetilclomipramina em amostras aplicadas

no estudo da Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificacdo.
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ANEXO B (continuacéao)

Amostra: Positivo 1 Padrio Internc: Clomipramina-d3 Operador: LT
Substincia: Parozetina_1 Controlo: Positiva 2 Diata: 1-04-201
Obsemnvagdes: EspecificidadedSelectividade [1mL amostra Sg)
Controlo: Positivo 2 4] Area Arearelativa Talerincia limite inferior limite superior
ido 192 17137 100,052
2vido T 14305 870 10 abs. IO a0
'iEo 135 1280 1,0 5 abs. B0 16,08
40 o
Faroxetina_1[kr] = 15,88 0,1ah=. 15782 15,982
Clomipramina-d3 (tr.] = 14,01 LLr = 1,134 el 1123 1,145
Amostra: Positivo (=] Area Arearelativa Conformidade
i3 132 14914 100,08 conforme
2o T 1291 933 conforme
AiEn 135 1724 1,6 conforme
41 ida
Faroxetina_1[kr] = 15,89 conkborme
Clomipramina-d3 [tr] = 14,00 Lrr = 1,135 conborme
KkCaunts Positivo 14112011 xms lons; 70.0 [ kgounts] Positive 2 4112011 xms lons: 70.0 (G
o L :
Apex: 16 896 rmin H H
P Area: 13911 2 Er| Apex; 15,802 min, H
: I Arar 14906 H
o = o
4 ER :
N S :
= T et o D
Counts] Fositivo 1 4-11-2011.xms lons: 135.0 WM kCounts] Positivo 2 4-11-201 1.xms lons: 135.0 W‘i
R ’ Apex: 15887 min i
0] ﬁf:ax 1\/5239\ min H 075 Area: 1660
00| — veod
ﬂ 300 E =
| : 0,25 E
m:F s o Papi o e AR AN eI ,\_é R SNV e AN A A N P AN AP %
KCourt3] Fositve 1 & 112011 s o 192.0 Mj Coute] Pt T4 TE 00T e o 1920
F // 7 “ Apex: 15.802 min :
5 Apex: 15891 min, - LS| Area 17137 H
Area 14914 N H
3 2 & H
B N
: + H
2 H :
: P -
1 e :
o = o] -
186 87 186 88 8.0 61 0.2 [CERNIN 1575 600 1625 m‘mm“

Figura B.13 Confirmacao da positividade para a Paroxetina em amostras aplicadas no estudo da

Especificidade/Selectividade e Capacidade de Identificagao.
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ANEXO C

Limites de Detecc¢éo e de Quantificagédo

1,60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0,00

Substancia:  Fluoxetina

lao: 143

P Clomipramina-d3

lao: a3

Concentragao Area
(ng/mL) Padrao P. Interno Razao
100 963 1621 0,59408
110 1029 1515 067921
120 982 1291 0,76065
130 1238 1444 085734
140 1495 1580 0,94620
150 1654 1522 1,08673
160 1597 1381 1,15641
180 2606 1860 140108
a0 100 150 200

Syix

0,02173
712816
21,60049
0,01006
-0,43532
0,99721
0,09442

Figura C.1 Dados do estudo do LQ e LD da Fluoxetina.
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ANEXO C (continuacéao)

Substancia:  Venlafaxina

lao: 91
Pl Trimipramina-d2
lao: a7
Concentragéo Area
{ng/mL) Padrao P. Interno Razdo
40 G267 1355 4 62509
50 6316 1107 570551
70 an47 939 8,13650
80 10271 1225 838449
90 17491 1874 9 33351
110 19366 1723 11,23970
120 15779 1305 12,09119
130 14699 1138 1291652
14,00 ~
12,00 +
10,00 +
8.00 A * Sylx 0, 25655
6.00 - LD 9,33833
' | LG 28,29798
4,00 m 009066
2.00 1 b 1,23450
0.00 T T T T T T ] r 0.90676
0 20 40 G0 80 100 120 140 r42 0,99354
Figura C.2 Dados do estudo do LQ e LD da Venlafaxina.
Substancia:  Amitriptina
lao: 202
Pl Trimipramina-d2
lao: 87
Concentragao Area
(ng/mL) Padréo P. Interno Razéo
20 74 1278 0,05790
30 95 1135 0,08370
40 157 1355 011587
50 150 1107 0,13550
60 180 1081 016651
70 192 939 019414
a0 279 1225 022776
100 181 636 0,28459
0,30
0,25
0.20
Syix 000342
0.15 LD 3,97906
0,10 LaQ 12,05775
m 000283
0.05 b -0,00109
0,00 T T 1 1 1 1 r 099912
20 40 60 80 100 120 r2 099825

Figura C.3 Dados do estudo do LQ e LD da Amitriptilina.
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ANEXO C (continuacéao)

Substancia:  Trimipramina

[ELR 84
PI: Trimipramina-d3
lao: 87
Concentragao Area
{ng/mL) Padrao P. Interno Razéo
20 74 1278 0,05790
40 175 1355 012915
50 180 1107 016260
60 221 1082 0,20425
70 231 980 0,23333
a0 340 1225 027755
a0 574 1873 0,30646
100 222 636 0,349086
0,40
0,35
0,30
0.25 Syix 0,00340
0.20 LD 310136
0.15 La 9,30805
0.10 m 0,00362
0.05 b -0,01586
0,00 T T T 1 1 1 r 0.99947
20 40 60 80 100 120 r"2 0,99394
Figura C.4 Dados do estudo do LQ e LD da Trimipramina.
Substancia:  Mortriptilina
l30: 200
Pl: Clomipramina-d2
ldo: 88
Concentragéo Area
(ngimL) Padréo P. Interno Razdo
30 76 1754 0,04333
40 134 1967 008812
50 135 1579 0,08550
70 210 1569 0,13384
a0 298 2057 0,14487
] 346 2068 016731
110 376 1788 0,21029
120 441 1913 0,23053
0,25
0,20
0,15 Syix 0,00321
0.10 LD 515027
LQ 15,60686
0,05 m 0,00208
b -0,01609
UUU T T T T T T 1 r 0,99901
20 40 60 80 100 120 140 r2 0,99803

Figura C.5 Dados do estudo do LQ e LD da Nortriptilina.
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ANEXO C (continuacéao)

Substancia:  Mianserina
lao: 165
P Trimipramina-d3
lao: a7
Concentragio Area
(ng/mL) Padréo P. Interno Razdo
20 578 1278 045227
30 795 1135 0, 70044
40 1257 1355 092768
50 1388 1107 1,25384
60 1660 1081 1,53562
70 1757 959 1,77654
80 2483 1225 202694
a0 4210 1874 2,24653
2,50 A
2,00 A
1,50 + Syix 0,03078
100 4 LD 3,87525
' LQ 11,74317
0,50 m 0,02622
b -0,07685
0.00 T T 1 1 1 r 0,99902
0 20 40 60 80 100 r42 0,99803
Figura C.6 Dados do estudo do LQ e LD da Mianserina.
Substancia:  Imipramina
lao: 218
Pl Trimipramina-d3
lao: ar
Concentragio Area
(ng/mL) Padrao P. Interno Razdo
10 312 1391 0,22430
20 LT 1278 043584
30 702 1135 0,61850
40 1167 1355 086125
50 177 1107 1,06323
70 1528 939 1,544089
80 2182 1225 1,78122
100 1397 636 2.19654
2,50
2,00
1,50 A Syix 0,02204
LD 3,27311
1,00 LG 9,91853
0.50 m 0,02223
b -0,02054
0.00 T T T t t ] r 0,99957
0 20 40 60 80 100 120 r+2 0,99913

Figura C.7 Dados do estudo do LQ e LD da Imipramina.
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ANEXO C (continuacéao)

Substancia:  Mirtazapina
lao: 167
Pl Clomipramina-d3
J&o: 88
Concentragao Area
{ng/mL) Padrao P. Interno Razédo
10 1786 2279 078368
20 3243 1865 1,73887
30 4461 1754 254333
40 6917 1967 3,51652
50 7385 1579 4 65801
70 10487 1569 6,68388
90 17673 2068 8,54594
10,00 -
8.00 -
6.00 1 Sylx 0,09739
LD 3,29470
4,00 La 9,98395
2.00 m 0,09755
b -0,26115
0,00 T T T ' T 1 r 0,99960
0 20 40 G0 80 100 120 2 0,99920
Figura C.8 Dados do estudo do LQ e LD da Mirtazapina.
Substancia:  Maprotilina
lao: 59
Pl Clomipramina-d3
l&o: 88
Concentragao Area
(ng/mL) Padrao P. Interno Razéao
0 161 1754 0,09179
40 243 1967 012354
70 363 1569 023136
a0 541 2057 0,26300
an 647 2068 0,31286
100 391 1182 0,33080
110 641 1788 0,35850
120 769 1913 0,40199
0,45 -
0,40 A
0,35 A
0,30 A
025 4 Syix 0,00708
0,20 1 LD 6,80091
0,15 La 20,60881
0,10 m 0,00344
0,05 b -0,01060
0.00 T T T 1 1 T 1 r 0,09824
0 20 40 60 80 100 120 140 ra2 0,99647

Figura C.9 Dados do estudo do LQ e LD da Mapraotilina.
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ANEXO C (continuacéao)

Substancia;  Dotiepina
lao: 175
Pl Trimipramina-da3
lao: a7
Concentragao Area
{ng/mL) Padréo . Interno Razéao
10 17 1391 0.01222
20 22 1278 0.01721
30 22 1135 0.01938
40 34 1355 0.02509
50 33 1107 0.02981
60 kr 1081 0.03423
70 KE] 38 0.03842
al 53 1225 0.04327
0.05
0.04
0.03 Sylx 0.00070
LD 823127
0.02 La 15.85234
0.01 m 0.00044
i] 0.00749
0.00 T T t f 1 r 099821
20 40 60 a0 100 A2 000547
Figura C.10 Dados do estudo do LQ e LD da Dotiepina.
Substancia:  Citalopram
lao: 183
PI: Clomipramina-d3
lao: 88
Concentragao Area
(ng/mL) Padrdo P. Interno Razéo
20 57 1865 003056
30 78 1754 0,04447
40 112 1967 005694
50 115 1579 007283
70 173 1569 011026
an 259 2057 012591
an 285 2068 014265
100 189 1182 0,15990
0,18
0,16
0,14
0,12
010 Syix 0,00251
0,08 LD 5,02910
0.06 La 15,23970)
0.04 m 0,00165
0,02 b -0,00579
0,00 T T T t T i r 0,09884
20 40 60 80 100 120 rh2 0,99768

Figura C.11 Dados do estudo do LQ e LD da Citalopram.
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ANEXO C (continuacéao)

Substincia:  M-Desmetilclomipramina

lao: 252
Pl Clomipramina-d3
ELR 83
Concentragao Area
{ng/mL) Padrao P. Interno Razédo
20 67 1865 0,03592
30 109 1754 006214
40 145 1967 0,07372
50 177 1579 011210
60 157 1238 012682
70 235 1569 014978
80 358 20587 0,17404
a0 414 2068 020019
0,25 1
0,20
0.15 1 Syix 0,00481
010 4 LD 6,82427
! LG 20,67962
0.05 - m 0,00232
b -0,01099
0,00 T T 1 T i r 0,99696
0 20 40 60 80 100 r+2 0,99393
Figura C.12 Dados do estudo do LQ e LD da N-Desmetilclomipramina.
Substancia:  Paroxetina
[ELR 70
Pl: Clomipramina-d3
[ELR 33
Concentragao Area
(ng/mL) Padrao P. Interno Razao
g0 1389 2057 067526
90 1626 2068 078627
100 1106 1182 093570
110 1899 1788 106203
120 2250 1913 117616
130 2548 1850 137730
150 33086 1952 1,69365
160 3673 1917 1,91601
2,50 q
2.00 A
1,50 A Sylx 0,04338
100 4 LD 9,30007
’ LG 28,20929
0,50 1 m 0,01538
b -0,60407
0,00 T T 1 1 r 0,99573
0 50 100 150 200 r2 0,99147

Figura C.13 Dados do estudo do LQ e LD da Paroxetina.
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ANEXO D

Linearidade
Substancia: Fluoxetina
lao: 143
Pl Clomipramina-d3
lao: 38
Concentragao Area £l .
{ng/mL) Padrao P. Interno Razdo uoxetina
30 1857 1525 1,21770 25 =0.0053x+ 05776
470 5198 1748 2 97368 0wl T e
910 8816 1608 548259 15 o
1350 12468 1664 749279
1790 18190 1876 969616 10
2670 22082 1604 13,76683 5
3110 24759 1413 17,52228 0
3550 22437 1098 2041583 0 1000 2000 3000 4000 5000
3890 34312 1610 2131180
Estatistica de regresséo linear Coeficientes Inferior 85,0%  Superior 95,0%
r 0,954 Interceptar 0,5776 -0,3175 1,4727
Syix 0,632 Varigvel X 0,0053 0,0049 0,0057
ObservacBes 2]
Estatistica de regressdo ndo linear
S 0,631
Observactes 9

Figura D.1 Dados do estudo da Linearidade da Fluoxetina.
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ANEXO D (continuacéao)

Substancia:  Venlafaxina
lao: 91
Pl Trimipramina-d3
lao: a7
Concentragéo Area
(ng/mL) Padrao P. Interno Razdo
30 8896 1405 6,33167
470 93385 1439 64,89576
910 184103 14189 129, 74137
1350 298626 1336 22352246
1790 402677 1526 263,877486
2230 465535 1407 2330,87068
2670 564023 1425 38580561
3110 580710 1206 521.21746
3990 1017294 1536 562,20078

Estatistica de regresséio linear

2
Sprx

Observactes

0,992
20,995
9

Estatistica de regresséio néo linear

S
D3

Observagdes

17,538
9

Venlafaxina

800

y=0,1652x- 14,964
1#=0,992

600

400

200

0 T T T T 1
200 £ 1000 2000 3000 4000 5000

Coeficientes Inferfor 95,0%  Superior 95,0%

Interceptar

-14,9638 -44,9430 15,0153

Varidvel X, 0,1652 0,1516 0,1787

Figura D.2 Dados do estudo da Linearidade da Venlafaxina.

Substancia:  Amitriptilina
lao: 202
Pl Trimipramina-d3
lao: a7
Concentragao Area Amitriptilina
(no/mL) Padréo P. Interno Razao
30 575 1405 0,40925 1 - 0002Es 01655
470 2025 1438 140723 v Tl !
P 10 r=0,999
910 3696 1418 2 60465
2230 8973 1407 5,37740 5
2670 10915 1425 7 65965
3110 11380 1306 871363 0
3950 10055 1008 9.97520 0 1000 2000 3000 4000 5000
3990 17556 1536 11,428649
Estatistica de regresséo linear Coeficientes inferior 95,0%  Superior 95,0%
r 0,999 Interceptar 0,1699 .0,0176 0,3573
Sk 0,119 Varigvel X 0,0028 0,0027 0,0029
Observacbes 8
Estatistica de regresséio ndo linear
S 0,109
Observagtes 8

Figura D.3 Dados do estudo da Linearidade da Amitriptilina.

n
(@)
x
L
zZ
<
e
<
©
>
@
a




ANEXO D (continuacéao)

Substancia: Trimipramina
lao: a4
Pl: Trimipramina-d3
&0 a7
Concentragao Area - .
{ngimL) Padrao P. Interno Trimipramina
10 72 1227 15
450 2248 1550 y=0,0033x+0,0238
890 2050 1004 10 r2=0,999
13320 6421 1407
1770 8579 1466
2210 109432 1545 5
2650 10370 1144
3090 143432 1412 0 #
3530 12910 1081 0 1000 2000 3000 4000 5000
3970 21518 1645
Estatistica de regressdo linear Coeficientes Inferior 95,09  Superior 95,0%
~ 0,999 Interceptar 0,0238 -0,2082 0,2557
S .
yix 0,171 Variavel X, 0,0033 0,0032 0,0034
ObservagBes 10
Estatistica de regresséio ndo linear
S5 0,182
Observacdes 10

Figura D.4 Dados do estudo da Linearidade da Trimipramina.

Substancia:  Mortriptilina
lao: 200
Pl Clomipramina-d3
lao: 28
Concentragao Area Nortriptilina
(na/mL) Padrao P. Interno Razdo
30 905 1525 059344 0 i
470 2621 1748 207723 sl O'??f‘gg*gos'““
910 7133 16038 4 43585 o
1350 11046 1664 6,63822 10
2230 18885 1822 10,36498 5
3110 20651 1413 14,61500
3550 17421 1099 15,85168 0% T T T T 1
3990 28546 1610 17,73043 0 1000 2000 3000 4000 5000
Estatistica de regresséo linear Coeficientes Inferior 95,0%  Superior 95,0%
r 0,998 Interceptar 0,4141 -0,0651 0,3933
Syie 0,321 Varidvel X, 0,0044 0,0042 0,0046
Observactes 8
Estatistica de regresséo ndo linear
S 0,291
Observacdes 8

Figura D.5 Dados do estudo da Linearidade da Nortriptilina.
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ANEXO D (continuacéao)

Substancia: Mianserina
ldo: 165
Pl: Trimipramina-d3
ET% 87
Concentragio Area Mi .
{ng/mL) Padrao P.Interno Razao lanserina
10 ara 1227 0,38631 120
450 18010 1550 11,61935 100 - 0.0267%4 14707
890 27379 1004 27,26992 y=ROe
1330 53558 1407 38,06539 80 r=0.997
1770 TE57T6 1466 52,23465 60
2210 90651 1545 58,67379 )
2650 31447 1144 71,19493 20
2090 119286 1412 84,48017
3530 102371 1081 94,70028 0e ' ' ' ' '
3970 177228 1645 107,73739 0 1000 2000 3000 4000 2000
Estatistica de regressdo linear Coeficientes Inferior 95,0% Superior 95,0%
r 0,997 Interceptar 1,4707 -1,1006 4,0421
Syix 1,890 Varidvel X, 0,0267 0,0256 0,0278
Observacdes 10
Estatistica de regresséo ndo linear
S 1,890
Observagées 10

Figura D.6 Dados do estudo da Linearidade da Mianserina.

Substancia: Imipramina
lao: 218
PI: Trimipramina-d3
lao: &7
Concentragio Area . .
{na/mL) Padrao P. Interno Razao Imipramina
20 1113 852 1,30634 150 -
460 11084 1006 11,0179 y=0,0281x-1,9547
9200 16379 704 23,26563 100 220995
1340 41801 1276 32,75940
1780 54724 1172 45,69283 0 -
2220 59190 920 64 33696
26650 49425 715 569 12587 N
3100 60820 ¥19 84 58971 0¢
2540 97545 1021 95 83546 0 1000 2000 3000 4000 5000
3980 31830 279 114,08602 -50 -
Estatistica de regresséo linear Coeficientes Inferior 95,0%  Superior 95,0%
2
r 0,995 Interceptar -1,9547 -5,9143 2,0049
S ,
ix 2,901 Varidvel X, 0,0281 0,0265 0,0298
ObservacBes 10
Estatistica de regresséio ndo linear
S 2,660
Observactes 10

Figura D.7 Dados do estudo da Linearidade da Imipramina.
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ANEXO D (continuacéao)

Substancia:  Mirtazapina
lao: 167
Pl Clomipramina-d3
lao: a8
Concentragao Area Mirtazagina
(noymL) Padrao P. Interno Razdo
800 -
20 3671 1370 2 67956 y=0.171x- 16,104
460 75501 1431 5276101 500 - 2= 0,997
900 144171 1064 135,49906
1780 370941 1391 266,67218 400 1
2860 408024 905 450 85525 200 4
3100 471646 897 52580379 0
S ITT2RE L30T 53513476 0 1000 2000 3000 4000 5000
3980 306600 469 65373134 -200 -
Estatistica de regress&o linear Coeficientes Inferior 95,0% Superior 95,0%
= 0,997 Interceptar -16,1043 -38,2982 6,0897
Syix 14,376 Varidvel X 0,1710 0,1621 0,1800
Observacdes 8
Estatistica de regressdo néo linear
S:.: 15,519
Observacbes ]

Figura D.8 Dados do estudo da Linearidade da Mirtazapina.

Substancia:  Maprotilina
lao: 59
Pl Clomipramina-d3
Ao 88
Concentragao Area Maprotilina
(ng/mL) Padrao P.Interno Razdo
30 2287 1525 1,49067 a0 i
470 8167 1748 467220 30 V= O'fff‘g*;ggmg
910 14931 1608 0 28545 o
1350 22421 1664 13,47416 20
2230 38213 1822 2097311 10
3110 41702 1413 2951309
3550 36211 1099 3294904 0 T T T T 1
3990 55061 1610 34,19938 0 1000 2000 3000 4000 5000
Estatistica de regressdo linear Coeficientes Inferior 95,0%  Superior 95,0%
'2 0,995 Interceptar 1,3389 -0,1521 2,8299
S, 0,999 Varidvel X, 0,0087 0,0081 0,0093
Observactes 8
Estatistica de regresséo ndo linear
S 0,872
Observagtes 8

Figura D.9 Dados do estudo da Linearidade da Maprotilina.
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ANEXO D (continuacéao)

Substancia: Dotiepina
lao: 175
PI: Trimipramina-da
lao: 87
Concentragao Area Dotiepina
{ng/mL) Padrao P. Interno Razao P
10 22 1189 0.01835 8
1110 347 1027 0.82473 6 ¥=0,0006x + 0,087
2210 2329 1645 1.41581 r*=0,994
3310 3203 1500 213533 4
4410 2971 945 314392 3
5510 5878 1814 324038
7710 8620 1778 4845814 0 & . . . . . :
9910 9677 1551 G.22920 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Estatistica de regressdo linear Coeficientes Inferior 95,0% Superior 95,0%
r 0,994 Interceptar 0,0870 -0,0616 1,7817
Syix 0,175 Varidvel X, 0,0006 0,0040 0,0047
Observagdes 8
Estatistica de regressdio néio linear
5}; 0,191
OhservacBes 8

Figura D.10 Dados do estudo da Linearidade da Dotiepina.

Substancia: Citalopram
lao: 183
Pl: Clomipramina-d3
lao: 28
Concentragio Area Citalopram
{ng/mL) Padrao P. Interno Razdo P
10 33 1068 0,02090 10 4
450 1368 1575 0 86857 g y=0,0019x+0,1988
200 2359 1157 202880 r#=0,995
1770 5654 1455 23,8859 61
2210 56930 1594 4 34755 4
2650 6651 1293 514385 I
3090 5911 1473 G6,04956
3530 8164 1188 5,87205 0
3970 12524 1691 740627 0 1000 2000 3000 4000 5000
Estatistica de regressdo linear Coeficientes Inferior 95,0%  Superior 95,0%
r 0,995 Interceptar 0,1988 -0,1015 0,4992
Syx 0,204 Varidvel X, 0,0019 0,0018 0,0020
Observagdes 9
Estatistica de regressdo ndo linear
5o 0,148
Observacbes 9

Figura D.11 Dados do estudo da Linearidade da Citalopram.
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ANEXO D (continuacéao)

Substancia: M-Desmetilclomipramina
lao: 252
Pl Clomipramina-d3
lao: a8
Concentragao _ Area — N-Desmetilclomipramina
(ngimL) Padréo P.Interno Rarédo
0 1350 1553 0,86929 20
470 4548 1763 257969 s | VIO 0%
910 7784 1619 4 80791 reh
1350 11588 1667 6,95141 10
2230 19686 1827 10,77504 5
3110 20752 1418 1463470
3550 18850 1101 17,12080 0 ; ; : . !
3990 27444 1609 17,05656 0 1000 2000 3000 4000 5000
Estatistica de regressdo linear Coeficientes Inferior 95,0%  Superior 95,0%
s 0,992 Interceptar 0,8600 -0,0616 1,7817
Syix 0,617 Varidvel X, 0,0043 0,0040 0,0047
Observagdes 8
Estatistica de regresséio néo linear
S 0,565
Observacbes 8
Figura D.12 Dados do estudo da Linearidade da N-Desmetilclomipramina.
Substancia: Paraoxetina
lao: 70
Pl Clomipramina-d3
lao: 23
Concentragdo Area Paroxetina
(ng/mL) Padrao P.Internao Razdo 100
30 7051 1525 4 62361 y=0,0191x+3,5724
470 18224 1748 10,42563 80 r2=0,994
910 3227 1608 19,97948 60
2230 87742 1822 48 15697 40
2670 92355 1604 57,57793 20
3110 89486 1413 63,33050
3550 79013 1099 71,89536 0 ' ' ! ' '
3990 122264 1610 75.04037 0 1000 2000 3000 4000 5000
Estatistica de regressdo linear Coeficientes Inferior 85,0%  Superior 95,0%
s 0,994 Interceptar 3,5724 -0,1776 7,3224
Syix 2,373 Varidvel X, 0,0191 0,0176 0,0205
Observagdes 8
Estatistica de regresséio ndio linear
S 1,913
Observagtes ]

Figura D.13 Dados do estudo da Linearidade da Paroxetina.
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