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Resumo

esumo

Os farmacos antidepressivos sao hoje comercializados em grande numero e
variedade, o que culmina na frequente detec¢ao destes em analises de triagem. A utiliza¢ao de
farmacos antidepressivos no tratamento de transtornos mentais apresenta consequéncias
adversas para o individuo, tanto a nivel fisico como psicolégico do paciente. Estas alteragoes
culminam nao raras vezes em comportamentos desviantes ou quadros clinicos graves. A
possibilidade de ocorrerem tais alteragcdes torna fundamental a implementagio de métodos
analiticos de determinagdo de antidepressivos em amostras bioldgicas, quer em contexto

clinico quer no ambito da toxicologia forense.

A sertralina e a venlafaxina sao dois farmacos antidepressivos de nova geragao,
distintos entre si. Estes dois compostos estao entre os mais comercializados nao apenas em
Portugal,mas também a nivel mundial. A necessidade do desenvolvimento e validagao de um
método analitico para a determina¢do destas duas substancias surge devido a significativa
prevaléncia de resultados com concentragdes muito elevadas de sertralina ou venlafaxina.
Possuindo ambos os compostos metabolitos activos, torna-se pertinente a determina¢ao
simultanea destes, pois poderao contribuir terapéuticamente com as suas actividades
farmacoloégicas. O direccionamento deste trabalho para a determina¢do em sangue e urina
assenta, essencialmente, no facto de cada uma destas matrizes ser a mais indicada para certo
tipo de analises, e por se pretender criar um método que possa ser utilizado para efectuar

analises toxicolbgicas de amostras reais, quer em contexto clinico quer forense.

O método proposto inclui como passo extractivo a extrac¢ao em fase solida, com
recurso a colunas Oasis HLB, tendo sido utilizada uma dilui¢ao diferente para cada um dos
tipos de amostras. O padrao interno escolhido foi o zolpidem-d6. As analises foram
efectuadas com recurso a um sistema UPLC-MS/MS, com ionizacio por electrospray e
analise por triplo quadrupolo. A separagdo cromatografica foi efectuada com recurso a uma
coluna analitica Acquity UPLC HSS T3. A fase moével utilizada consistiu numa mistura de
acetonitrilo e solugdo aquosa de acido férmico a 0,1%, num gradiente de concentragiao ao

longo da separacio cromatogtifica e com um fluxo de 0,5 mL/min.
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A validagao do método incluiu o estudo de diversos parametros definidos pelo
Servico de Quimica e Toxicologia Forenses da Delegacio do Centro (SQTF-DC) do
Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, Instituto Publico (INMLCF, L.P.),
nomeadamente a selectividade, eficiéncia de extracgao, linearidade, precisao, efeito matriz,
entre outros. O método demonstrou ser selectivo e especifico para a determinagiao de
sertralina e venlafaxina e seus metabolitos activos em sangue e urina. Foi ainda demonstrado
que o método tem um desempenho linear na gama de trabalho compreendida entre 1 e 800
ng/ml, ndo apresentando fenémenos de arrastamento. A extrac¢io evidenciou ser eficiente,
tendo sido obtidas recuperagoes entre 60,9% e 108,0%. Os limites de deteccio e
quantificacdo determinados sdo adequados tendo em consideragdo o ambito de utilizagao do
método, e foram devidamente testados. Os efeitos de matriz foram devidamente estudados e
quantificados, tendo-se constatado um significativo efeito de supressao i6nica para ambas as

matrizes.

A fim de testar a aplicabilidade do método proposto, foram analisados nove casos
reais, com determinagdo em amostras de sangue e urina. As concentragcdes determinadas, nao
sendo relevantes do ponto de vista médico-legal, permitiram evidenciar a capacidade do

método para identificar e quantificar este tipo de substancias.

O método analitico apresentado demonstrou ser eficiente, designadamente ao nivel
do tempo de anilise, e suficientemente sensivel para a detec¢ao, identificagdo e quantificagao
de sertralina, venlafaxina e os seus metabolitos activos em amostras de sangue e urina. De
realcar, também, que a simplicidade da metodologia proposta torna-o facilmente integravel

na rotina analitica de um laboratério de toxicologia.

Palavras-chave: Sertraline; Venlafaxine; Metabolito activo; Sangue; Urina; UPLC-

MS/MS.




Abstract

bstract

Sertraline and venlafaxine are two of the most sold antidepressants of the new
generation. The development and validation of an analytical method for the determination of
these compounds became necessary with the increased number of positive results in
screening tests for these two compounds. The determination of sertraline and venlafaxine
must be combined with the determination of their active metabolites, since these have
pharmacological activity and therapeutic relevance. This study includes both blood and urine

so this method may be integrated in both clinical and forensic toxicology laboratories.

The clean-up step of the developed method is by solid phase extraction, using Oasis
HLB columns. The internal standard chosen was zolpidem-d6. The analyses were made by
an ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, using an Acquity
HSS T3 analytical column. The mobile phase contained acetonitrile and formic acid 0.1% in

gradient, at a flow rate of 0.5 min/mlL..

The validation of the proposed analytical method included the study of selectivity,
extraction efficiency, linearity, limit of detection and limit of quantification precision and
matrix effects. Linearity was achieved over the range of concentrations 1 — 800 ng/ml..
Recoveries obtained were between 060.9% and 108.0%. High ionic suppression was
determined in both blood and urine. The assay is selective and specific and there was no

carry-over detected.

The proposed assay was tested with the study of nine report cases. The data was
inconclusive, but the obtained results and chromatograms strengthen the credibility of this

analytical method.

The validated method described in this work is rapid and sensitive in the detection,
identification and quantification of sertraline, venlafaxine and their metabolites in both blood
and urine. The simplicity of this assay makes it suitable for the analytical routine in a

toxicology laboratory.

Keywords: Sertraline; Venlafaxine; Active metabolite; Blood; Urine; UPLC-MS/MS.
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Introducio

I.1. Depressao

A depressao ¢ um transtorno mental que afecta cerca de 121 milhGes de pessoas a
nivel mundial. Trata-se de uma doenca cronica ou recorrente que afecta 0 comportamento
social e econémico do doente. De acordo com a World Health Organization, este transtorno
psiquiatrico sera o segundo principal contribuinte para a taxa de doenga global, calculada
para todos os géneros e idades, no ano de 2020. Esta doenca pode eventualmente levar a
tendéncias suicidas. A depressao abrange 50% de todas as tentativas de suicidio no mundo
ocidental, enquanto que 25% dos doentes com depressao severa tentam pelo menos uma vez
o suicfdio.”™ A tendéncia suicida pode ser observada desde o inicio da doenca ou aparecer
durante o seu tratamento, niao havendo registos da potenciacio deste tipo de

comportamento com a toma de determinado antidepressivo.“”

A farmacoterapia com recurso a antidepressivos complementa os tratamentos nao-
farmacoldgicos. Os neurotransmissores monoaminicos, tal como a dopamina, serotonina e
noradrenalina, possuem um importante papel nos sintomas e tratamento da depressao. Os
sintomas e a condicdo do doente podem ser melhorados com um aumento das

concentragdes sinapticas destes neurotransmissores.

I.2. Antidepressivos — a evolugiao
Entre 1960 e 1980, a depressio era comummente tratada com recurso a
antidepressivos triciclicos (TCA, do inglés #rgyclic antidepressant), inibidores de monoamina
oxidase (MAOI, do inglés monoamine oxidase inhibitor) e litio. Porém, no inicio dos anos 80, os
efeitos secundarios, interacgoes medicamentosas e toxicidade destas substancias, associados a
um grande avango no conhecimento do sistema nervoso central, resultaram na grande

revolugdao ao nivel da sintese e formulagio de farmacos antidepressivos. Estes farmacos
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passaram a ser desenvolvidos de modo a focar um mecanismo de ac¢do que era tomado
como sendo critico na resposta depressiva, evitando assim mecanismos de ac¢do secundarios

3 .z . 8,26,29
elndese]avels." 29

Até entdo, os antidepressivos existentes haviam sido formulados para outras
finalidades. Por exemplo, ao tentar aperfeicoar a eficacia antipsicotica de fenotiazinas de
baixo potencial, os investigadores sintetizaram os farmacos hoje conhecidos por TCA, tendo
os seus efeitos antidepressivos sido descobertos a posteriori. De igual modo, os MAOI foram
sintetizados quando o intuito era o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da

tuberculose.

Apesar do acaso que conduziu a sintese destes antidepressivos, o seu aparecimento

teve um grande impacto na realidade que era entao a depressao nervosa:
e os doentes passaram a poder ser tratados,

e tal como as restantes classes de doengas, o transtorno mental passou a ser encarado
como tratavel, levando ao desenvolvimento da terapia farmacoldgica por parte dos

psiquiatras,

® O recurso a estes compostos permitiu uma maior compreensao do funcionamento do

cérebro humano e o consequente surgimento de propostas de mecanismos de ac¢io.

A formulagiao racional de antidepressivos, que culmina no desenvolvimento dos
chamados antidepressivos de nova geragio, apresenta-se como uma tentativa de superar os
efeitos adversos associados ao uso de MAOI e TCA. Este novo método de desenvolvimento
de farmacos tem como principal objectivo o aumento do indice terapéutico (razao entre as
gamas terapéutica e toxica), o que resulta na reducdo de intoxicagOes graves por overdose,
ponto fulcral na realidade que ¢ a tentativa de suicidio por via de intoxicagao medicamentosa.
Outro ponto tido em aten¢ao sdo as interagoes medicamentosas de cada composto, visto que
a 30-80% dos doentes medicados com antidepressivos sdao receitados multiplos farmacos,

factor que tende a aumentar com a idade do paciente.”
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I.3. Antidepressivos de Nova geracao

Os antidepressivos de nova geragao sao classificados segundo a sua selectividade em
relagio a transportadores e receptores de neurotransmissores. As duas classes mais
comercializadas sao os inibidores selectivos da recaptagao de serotonina (SSRI, do inglés
Selective  Serotonin - Reuptake Inhibitor) e os inibidores da recaptacio de serotonina e
noradrenalina (SNRI, do inglés Serotonin-Norepinephrine Reuptake Inhibitors). Os farmacos
pertencentes a estes dois grupos sio comummente utilizados no tratamento de outros
transtornos psiquiatricos, para além da depressao. Estas duas classes apresentam mecanismos

de accio semelhantes ao dos TCA.™

Os transportadores e alguns receptores de neurotransmissores podem actuar como
um mecanismo de seguranga, prevenindo a estimula¢do excessiva dos receptores nas
sinapses, quer através do transporte das monoaminas de novo para os neurénios quer pela
diminui¢do do impulso nervoso que liberta mais neurotransmissores. Bloqueando estes
transportadores e receptores, o mecanismo de feed-back negativo do neurénio é inibido,

~ . . 26
levando a uma acumulaciao de monoaminas nas smapses.[ I

Tem sido provada a equipoténcia entre TCA e antidepressivos de nova geragao,
havendo porém uma significativa diferenca nos perfis de efeitos secundarios observados,
nomeadamente no que toca a elevada cardiotoxicidade associada aos TCA. Os efeitos
secundarios mais comuns relacionados com a utilizagdo de antidepressivos de nova geracao
sao de natureza neuroldgica, psiquidtrica e gastrointestinal, resultando do mesmo mecanismo

~ . . . . 8
de acgdo que desencadeia os seus efeitos antidepressivos.”

Cumprindo um dos principais objectivos do seu desenvolvimento, estes compostos
demonstram ser mais seguros em quadros de overdose. Os casos fatais de overdose de
antidepressivos de nova geragdo encontram-se geralmente associados a co-ingestao de
multiplos farmacos. Este ponto é novamente refor¢ado devido a pré-disposicio, ja
mencionada, para o suicidio por intoxicagio medicamentosa voluntaria por parte de doentes

depressivos.”

I.3.1. Inibidores Selectivos da Recaptagio de Serotonina
A fluoxetina, paroxetina, fluvoxamina, citalopram, escitalopram e sertralina (SER) sao
alguns dos compostos que integram a classe dos SSRI. Estes compostos podem ser tidos

como derivados funcionais dos TCA, ainda que possuam estruturas totalmente distintas. O

~5~
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seu mecanismo comum, tal como o nome o indica, ¢ a inibi¢ao da recaptagao de serotonina
nos neurdnios pré-sinapticos. Este mecanismo conduz ao aumento da concentracio de
serotonina nas fendas sinapticas, o que resulta no aumento da transmissao de aminase e a
uma melhoria do quadro de depressio. Note-se que a selectividade destes compostos tem de
ser tida como relativa, pois sendo mais selectivos que os TCA demonstram igualmente

alguns efeitos sobre outros sistemas de neurotransmissores, ainda que modestamente.

Os SSRI sao bastante utilizados no tratamento de quadros de transtorno obsessivo-
compulsivo, panico, fobia social e transtorno de déficite de atencdo.” A coadministragio de
SSRI e TCA deve ser de todo evitada, pois pode traduzir-se em quadros de toxicidade

triciclica ou sindrome de serotonina, sendo que ambas as situagdes podem ser fatais."'!

Figura I.1. Representagdo esquematica do mecanismo de ac¢ao dos SSRI e SNRI. Ao bloquear a recaptagdo de
serotonina (5-HT) e noradrenalina nos terminais nervosos, da-se a acumulagio destas na regido pré-sindptica.
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I.3.2. Inibidores da Recaptagio de Serotonina e Noradrenalina

A classe dos SNRI inclui a venlafaxina (VEN), desmetilvenlafaxina (DMV),
duloxetina e milnacipram. Embora tratando-se de um metabolito, a desmetilvenlafaxina é um
inibidor de recaptagao de noradrenalina mais potente que a propria venlafaxina, ocupando
assim um lugar de relevo nesta classe de farmacos. Ao contrario dos SSRI, os SNRI
apresentam uma potente inibibicio de serotonina, associada a uma média inibicio de

noradrenalina.

I.4. Importancia Médico-Legal da determinacdo de antidepressivos

A vasta e variada comercializagao de farmacos antidepressivos, associada ao efeitos
comportamentais e clinicos que estes potenciam nos doentes, torna necessaria a
implementa¢ao de métodos analiticos para a determina¢do desta classe de farmacos, em

amostras biologicas, quer em contexto clinico quer forense.

A toxicologia forense compete avaliar uma vasta gama de substancias, constituindo
os medicamentos o grupo mais vasto. As analises efectuadas em contexto forense tém como
objectivo auxiliar e complementar a investigagado médico-legal ou criminal, realizadas por
entidades competentes, podendo esta estar relacionada com a investigacao da causa da morte
da vitima ou com o comportamento de um individuo que tenha cometido um acto

considerado ilegal.

Quando ¢ desconhecida a causa de morte de um individuo, a presenca e quantidade
deste tipo de farmacos, assim como a presenca simultanea de outras substancias (interac¢oes
medicamentosas), pode fornecer importantes informagoes sobre a contribui¢ao destes para a
morte do sujeito. Para além disso, a triagem de farmacos antidepressivos assume relevancia
em contexto forense na investigagao de casos de condugdo perigosa sob o efeito de
substancias psicoactivas, crimes violentos, crimes sexuais com frecurso a substancias

administradas com o objectivo de diminuir a resisténcia ou incapacitar, entre outros.
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I.5. Amostras bioldgicas

As amostras biologicas com interesse toxicologico sio variadas, podendo a sua maior
ou menor adequabilidade depender da substancia de interesse e do método analitico utilizado
para deste. Na area da toxicologia clinica, esta variedade ¢ bastante condicionada. Em
contrapartida, na analise de amostras post-mortens, as amostras para analise serdo tantas
quantas as recolhidas em autépsia. No decorrer da mesma, o médico legista tem como
responsabilidade decidir quais as amostras mais indicadas para enviar para analise
toxicoldgica, sendo que amostras a menos tendem a condicionar o trabalho do toxicologista,
e que amostras a mais tém como unica desvantagem a gestio do espago de armazenamento
das mesmas. Das amostras disponiveis para recolha em autépsia, as que sao mais

frequentemente colhidas sao sangue, urina, humor vitreo, estdbmago e conteudo gastrico.

Tanto em cadaveres como 7z vivo, as amostras devem ser recolhidas o mais breve
possivel. No caso de sujeitos vivos, um maior perfodo entre a exposi¢ao a substancia e a
recolha da amostra traduz-se numa maior metabolizagio da substancia, sob pena da
concentragao determinada em sangue ser indetectavel ou insignificante, em termos
toxicologicos. No caso de cadaveres, logo apds a morte do individuo iniciam-se processos de
autolise e putrefactivos, assim como redistribuicdo post-morten, processos estes que alteram a

~ A . . 6
concentracao das substancias no orgarnsmo.[ |

Compete ao toxicologista eleger, de entre as disponiveis, a(s) amostra(s) mais
adequada(s) para analise, sendo esta escolha baseada na informagao sobre o caso, no tipo de
analises solicitadas e, naturalmente, tendo igualmente em considera¢ado os procedimentos

. . . .. 121
analiticos e os meios disponiveis para analise.?"

I.5.1. Sangue

O sangue apresenta-se como uma das poucas amostras que podem ser colhidas em
sujeitos vivos. Esta é a matriz bioldgica predilecta para detecgao, identificagdo, quantificagao
e interpretacao de resultados em toxicologia. A preferéncia por esta matriz advem do facto
de ser um fluido biolégico distribuido por todo o organismo, pelo que as substancias
presentes nesta matriz podem exercer a sua ac¢ao sobre um vasto conjunto de 6rgaos. Por
outras palavras, os efeitos exercidos por uma substincia no organismo dependem da
concentragao desta no sangue. Quando a recolha da amostra é feita no cadaver deve

proceder-se a recolha em separado de sangue cardiaco, utilizado preferencialmente para
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analises qualitativas, e de sangue periférico, recomendado para analises quantitativas devido

ao facto de ser menos afectado pelos fenémenos de redistribuicao post-mortem.

i Redistribui¢do post-mortem
Logo apdés a morte, tém infcio os processos putrefactivos, que resultam na
transformacdo e alteracdo das concentra¢oes de substincias presentes no organismo. A
redistribuicdo post-mortem envolve a movimentacdao de compostos, de acordo com gradientes
de concentra¢io. Embora este fenémeno nao esteja ainda totalmente compreendido, sabe-se
que os tecidos que rodeiam os 6rgaos onde a concentragao ante-mortem de substancias é maior

apresentarao uma concentragao post-orten mais elevada.

A redistribuicdo post-mortems resulta ainda num aumento da concentragdo no sangue
cardiaco. Esta ¢ provavelmente uma das matrizes biologicas menos homogéneas, podendo
provir de diferentes camaras cardfacas, da artéria e veias pulmonares, da veia cava inferior
(ligada ao figado) ou até da aorta. A colheita de sangue periférico deve ser feita na veia
femoral, devido ao facto de permitir a obten¢do de um volume aceitavel do ponto de vista

analitico (e.g. 10mL) e também por estar, anatomicamente, distante dos principais 6rgaos.

Apesar da redistribuicao post-morten originar dificuldades na interpretagao de resultados,

alguns aspectos podem permitir, na generalidade dos casos, a obten¢ao de conclusdes validas:

e concentracdes que ultrapassem a gama terapéutica por 10 e 20 vezes sio consistentes
com intoxica¢ao aguda ou morte,
e uma elevada razio substincia/metabolito é mais consentanea com uma intoxicacio

[21]

aguda.

I.5.2. Urina

A urina ¢ outra das poucas amostras que podem ser recolhidas em sujeitos vivos,
sendo que a recolha post-mortem apenas é feita em 50% dos casos, pois tende a ocorrer um
esvaziamento da bexiga ap6s a morte do individuo.” Dir-se-ia que, em geral, é a segunda
matriz preferida para analises toxicologicas, apresentando caracteristicas que a tornam uma

matriz adequada para a realizagao de analises de triagem (e.g. imuno enzimaticas).
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Devido a filtracdo renal, esta matriz ¢ muito menos complexa que o sangue e outras
matrizes biolégicas, sendo constituida em cerca de 99% por 4gua e desprovida de soro,
lipidos e outras macro-moléculas endégenas, o que facilita a preparacio das amostras. Esta
constituicao reduz significativamente a presenca de possiveis interferentes quando se utilizam
técnicas cromatograficas ou imunoensaios. Uma vez que a via renal é uma das principais
formas de eliminagao do organismo, da-se a acumulagdo de substancias e metabolitos na
urina, o que pode resultar na presencga de concentracdes mais elevadas, tornando-se assim a
matriz ideal para a detec¢ao de substancias. A provavel presenca de metabolitos (ou mesmo
da droga inalterada) na urina durante um intervalo de tempo significativamente maior do que
aquele que ocorre no sangue, e em concentracOes mais elevadas, torna esta matriz

interessante e util para orientar uma posterior pesquisa no sangue.

Porém, a urina nao é uma matriz ideal em todas as situacdes. Quando a substancia
em estudo apresenta um tempo de semi-vida muito longo, e a morte do individuo, ou a
colheita 7z vivo, ocorra pouco tempo apds a ingestdao, nao tendo decorrido tempo suficiente
para a metabolizagao e eliminacdo da substancia, a substancia de interesse, ou os seus
metabolitos, pode nio ser detectada. Por outro lado, se a metabolizagdo da substancia de
interesse for demasiado extensa, a substancia intacta pode niao ser detectada na urina. Por
fim, substancias presentes em urina nao exercem quaisquer efeitos no organismo, tornando a
informacao quantitativa em urina desprezavel, quando confrontada com a informagao obtida

em sangue.

A identificagdo em urina demonstra uma exposi¢do prévia a substancia, mas nio
permite obter informagao fidedigna sobre o intervalo decorrido desde a ingestao ou acerca
da dose. Apesar disso, a urina é muito utilizada nas situagdes em que, para efeitos de tomada
de decisao, se torne suficiente a confirmagao da presenca de uma substancia cujo o uso nao
esteja autorizado ou em que, baseado em estudos de farmacocinética, estejam definidos

limites maximos de concentragao (e.g. analises de dopagem).
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I.6. Substancias em estudo

I.6.1. Sertralina

A sertralina ¢ um SSRI, sendo o segundo inibidor de recaptaciao de serotonina mais
potente e o segundo mais selectivo em relagiao ao bloqueio similar em noradrenalina. E ainda
o unico SSRI que liga a transportadores de dopamina, ainda que de modo muito mais
fraco." Este composto possui dois centros quirais, mas o enantiémero (1S,4S) é o mais

L N ~ AL 2444
potente e o tnico comercializado em formulagdes farmacéuticas.”**"

Figura I.2. Estrutura quimica da sertralina.*4

- Embora a dose diaria aconselhada de
H\ N—CHj; sertralina tenha gerado alguma controvérsia, parece
estar definido um intervalo referente a dose
usualmente  prescrita  pelos  psiquidtras, e
mencionado em literatura — 50-200 mg.""*** A
gama terapéutica ¢ tida como o intervalo de
concentragcoes de 50-250 ng/ml.. A presenca deste

farmaco comeca a exercer efeitos toxicos a partir

de concentragdes de 290 ng/ml., em sangue.!>*"

Tabela I.1. Resumo das propriedades fisico-quimicas da sertralina.[*l

Propriedades fisico-quimicas

Férmula Estrutural (15-4S)-4-(3,4diclorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-N-metil-1-naftalenamina
Massa Molar [g/mol] 306,2

Constante de Dissociagdo (pKa) 9,48

Coeficiente de particdo (log(P)) 5,29

e Aplicagdes clinicas

Este antidepressivo tem como principal utilizagdo o tratamento da depressao, sendo
eficaz em episddios de depressao aguda e de recaidas na fase de manutengao. E ainda eficaz

no tratamento de outros transtornos mentais, nomeadamente transtorno obsessivo-
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compulsivo (TOC), panico, transtorno de ansiedade generalizada (TAG) com ou sem

agorafobia, transtorno disférico pré-menstrual, transtorno de stress pos-traumatico (TSPT).
e Mecanismo de acgio

Tal como os restantes compostos pertencentes a classe SSRI, a sertralina inibe
selectivamente a recaptacao de serotonina nos terminais nervosos pré-sinapticos. O seu
mecanismo passa pelo bloqueio do receptor de serotonina nos terminais nervosos, o que leva
a desinibicao do fluxo de impulsos neuronais e ao aumento da libertagdo de serotonina nos
terminais axénicos. O passo final deste mecanismo de ac¢do passa pela dessensibilizagao dos
receptores serotonérgicos pos-sinapticos, o que resulta numa maior acumulacdo de

. i~ 10
serotonina nesta nglaO.[ I

A afinidade pelos receptores de dopamina por parte da sertralina nao ¢ significante,

~ . , . 44
uma vez que nio revela efeitos clinicos.*!

A sertralina nao apresenta uma afinidade
significante por receptores adrenérgicos, colinérgicos, dopaminérgicos, histaminérgicos e de
benzodiazepinas; sendo que os efeitos sobre estes receptores encontram-se associados a
efeitos anticolinérgicos, sedativos e cardiovasculares, efeitos secundarios também

z 7
demonstrados por outros farmacos."”

e Farmacocinética

Tem sido demonstrado que a sertralina apresenta uma farmacocinética linear, dentro

da gama terapéutica.

o Absorcio

Ap6s administracao oral, a absor¢do no tracto gastro-intestinal da sertralina é quase
completa, embora muito lenta, resultando numa biodisponibilidade de cerca de 40%.>">* O

104 Tem sido

pico de concentragao plasmatica ¢ atingido decorridas 4-8 h apos a ingestio.
demonstrado que a co-ingestao de alimentos resulta num aumento do pico de concentragao

em cerca de 25%. "
o Distribuicao

A sertralina apresenta uma enorme afinidade por ligacbes com proteinas plasmaticas
(98%), o que resulta numa 6ptima distribuicio do farmaco pelo organismo. O volume de
distribuicdo da sertralina em humanos foi determinado como sendo supetior a 20 L/kg, o

. . . . ~ ~ P : 10,13,16,24] 14 :
que indica uma grande afinidade por ligagdes nio-especificas com os tecidos.""">'*** E ainda
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de notar que a sertralina ¢ distribuida para o leite materno, podendo causar efeitos nocivos

no lactente.?"*!

o Metabolismo

A sertralina sofre um extenso primeiro passo de metaboliza¢ao, sendo N-desmetilada
e originando a N-desmetilsertralina (ou norsertralina - NSR). Ambos siao extensamente
metabolizados no figado, sofrendo desaminacdo oxidativa, redu¢do, hidroxilagio e

conjugacao glucuronidica.

Sendo a via hepatica a principal forma de metaboliza¢ao deste composto, os doentes
com patologia ao nivel deste 6rgdo terdo de ter a sua dose diaria de sertralina ajustada, uma
vez que esta condi¢ao clinica resulta num maior tempo de interac¢ao do farmaco com o

. 24
Organlsmo.I '

»  Metabolito activo

A norsertralina, ¢ o tnico metabolito activo deste farmaco. Apresenta um tempo de
semi-vida superior ao da sertralina, o que leva a sua acumulagio no plasma. Porém, a
actividade farmacolégica da norsertralina representa cerca de 10-20% da actividade exercida

pela sertralina, tornando-a pouco significativa do ponto de vista clinico."

Figura I.3. Estrutura quimica da N-desmetilsertralina.['4]

Cl
Cl
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o Excrecio

Os tempos de semi-vida da sertralina e norsertralina sao de 26 h e 62-104 h,

[10,39.44

respectivamente. ' Uma dose tnica de sertralina é eliminada do organismo sob a forma

de urina e fezes, com uma contribui¢ao aproximadamente idéntica por parte destas duas vias

[10,24

de eliminacio."™ E de notar que apenas 0,2% de uma dose de sertralina é detectada na

. . 2,10,.27
urina sob forma inalterada.®'"*"

Nio foram observadas alteragoes significativas nos tempos de semi-vida em doentes
com insuficiéncia renal, decerto justificado pela forte contribuicio da via fecal para

elimina¢ao desta substancia do organismo.
e Interacgdes medicamentosas

Varios estudos gerais de interacgdo medicamentosa tém demonstrado que a
farmacocinética da sertralina nao ¢ significativamente afectada pela co-ingestao com outros
farmacos. Porém, ¢ de notar que a presenca no organismo de sertralina afecta a
farmacocinética de alguns farmacos, nomeadamente aumentando o tempo de semi-vida da
varfarina, e inibindo o metabolismo da clozapina.” Esta influéncia da presenca de sertralina
sobre o metabolismo de outros farmacos resulta da sua elevada afinidade por diversos

subtipos de enzimas hepaticas.

Para além de ser necessario evitar a co-ingestao de TCA com qualquer SSRI, a co-
administracdo de sertralina com MAOI deve ser igualmente evitada, podendo esta resultar

. . ~ 44
em quadros de hipertermia, convulsdes ou coma.™

e Efeitos secundarios

Comparativamente com os restantes SSRI, a sertralina apresenta um quadro de
efeitos secundirios mais favoravel. Os efeitos secundiarios mais comuns sio: nauseas,
insénias, tremores, diarreia, taquicardia, enxaquecas, diminui¢do da libido, sonoléncia,

tonturas e secura da boca.

Em casos de sobredosagem, a sertralina exerce menos efeitos cardiovasculares que os

TCA, sendo por isso bastante mais segura.”
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e Comercializagao

A comercializacio de sertralina é maioritariamente feita sob a marca Zoloft,

distribuida pela Roerig (Pfizer, Inc.). E o fairmaco mais comercializado a nivel mundial como

alternativa aos TCA. Este antidepressivo ¢é comercializado sob forma de um sal

hidrocloridrico, em comprimidos (25, 50 ou 100 mg), e sob forma de soluciao oral

concentrada (20 mg/ml), em frascos de 60 mL." Em Portugal, foi a 43.* substancia activa

mais vendida no ano de 2011, !

1.6.2. Venlafaxina

Derivado da feniletilamina, a venlafaxina é um SNRI. A dose diiria recomendada de

venlafaxina é de 75-225 mg.” Este composto quimico apresenta dois centros quirais, sendo

utilizada em formulacGes farmacéuticas sob a forma de uma mistura racémica dos dois

enantiémeros activos (1S,4S) e (1S,4R).*

Figura I.4. Estrutura quimica da venlafaxina.[*4

H;CO

Devido a  importancia  clinica da
desmetilvenlafaxina, a gama terapéutica deve ser
controlada com bastante precau¢do. O intervalo
de concentragdes terapéuticas para de venlafaxina,
no sangue é de 200-400 ng/mL; porém quando
detectada a presenca simultanea do seu metabolito

activo, as concentracdes conjuntas devem

encontrar-se no intervalo de 250-750 ng/ml.. A venlafaxina comeca a exercer efeitos toxicos,

sem presenca da desmetilvenlafaxina, entre 1000-1500 ng/mL. em sangue.!

44)




Introducio

Tabela I.2. Resumo das propriedades fisico-quimicas da venlafaxina.[*4

Propriedades fisico-quimicas

Férmula Estrutural (R/S)-1-(2-(Dimetilamino)-1-(4-metoxifenil)etil)cicloexan-1-ol
Massa Molar [g/mol] 2774

Constante de Dissocia¢io (pKa) 9,24

Coeficiente de parti¢io (log(P)) 0,43

e Aplicagdes clinicas

Este farmaco antidepressivo é comummente utilizado no tratamento da depressio,
transtorno de ansiedade generalizada ou social e panico. A sua eficacia tem ainda de ser

comprovada no tratamento de distimia, TOC, TSPT e disforia pré-menstrual.!'**"

e Mecanismo de acgio

A venlafaxina e a desmetilvenlafaxina sdo responsaveis pelo aumento da
neurotransmissio noradrenérgica e serotonérgica, através da inibicdo da recaptagao destes
dois neurotransmissores. Os dois enantidmeros activos da venlafaxina exercem efeitos
diferentes, sendo que o enantibmero (15,4S) inibe a recaptacio de serotonina e
noradrenalina, enquanto que o enantiomero (1S,4R) inibe maioritariamente a recaptagao de
serotonina. Esta diferenca de efeitos leva a que a inibi¢do da recaptagcdo de noradrenalina

. . T 1
pela venlafaxina seja cerca de 2-3 vezes menos potente que a inibi¢ao concorrente.""*"

A venlafaxina e a desmetilvenlafaxina nido apresentam afinidade significativa por
receptores muscarinicos (colinérgicos), histaminérgicos e alfa-adrenérgicos, associados a

. . . ., . . 10.29
efeitos sedativos, anticolinérgicos e cardiovasculares. """

e Farmacocinética

A venlafaxina apresenta uma farmacocinética linear, dentro da sua gama

terapéutica.

o Absorcio

No tracto gastrointestinal, a venlafaxina ¢é rapida e quase totalmente absorvida

(92%)."*1 A biodisponibilidade oral deste farmaco ¢ de cerca de 100%,” sendo o pico de

concentracdo plasmatica atingido 2-4 h ap6s a ingestio do composto.!”
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o Distribuicao

A venlafaxina e seu metabolito activo encontram-se ligados a proteinas plasmaticas

29,47

num taxa de 27% e 30%, respectivamente.”*"! Por ter relativamente pouca afinidade por

ligagdes proteicas, o volume de distribui¢do da venlafaxina em humanos é de 4-12 1./kg.*"

o Metabolismo

A venlafaxina sofre uma extensa metabolizacao pré-sistémica no figado, originando a
O-desmetilvenlafaxina. A venlafaxina é igualmente metabolizada em N-desmetilvenlafaxina,

N,O-didesmetilvenlafaxina e outros metabolitos menores.

Sendo que o metabolismo deste composto é maioritariamente em ambiente hepatico,

a dose diaria de venlafaxina de doentes com falha hepatica deve ser ajustada.
" Metabolito activo

A O-desmetilvenlafaxina é o unico metabolito activa da venlafaxina. A presenca deste
metabolito é muito relevante, uma vez que possui uma actividade farmacolégica similar ao
composto que lhe da origem, apresentando um tempo de semi-vida superior ao da
venlafaxina. Ao coexistirem no organismo, sera de esperar uma sinergia ao nivel dos efeitos

clinicos, quer da intensidade quer da duragao.

Figura L.5. Estrutura quimica da O-desmetilvenlafaxina.[l
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o Excrecio

A principal via de elimina¢ao da venlafaxina é a renal, sendo 87% da dose excretada

na urina. Cerca de 5% da dose ingerida pode ser detectada na urina, sob a forma
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inalterada.*”***1 O tempo de semi-vida para venlafaxina e desmetilvenlafaxina é de 4 h e 12

h, respectivamente.

Sendo a via renal a principal via de eliminagao destas substancias, a dose diaria para

doentes com insuficiéncia renal devera ser ajustada.

e InteracgGes medicamentosas

Devido a fraca afinidade por ligagdes proteicas, nao apresenta interacgdo com
farmacos com elevada afinidade por este tipo de ligagGes. Sendo metabolizada por uma
enzima — CYP2D6 — do sistema de citocromos P450 (principais enzimas envolvidas na
metabolizagdo de xenobidticos), pode ocorrer a inibicdo competitiva por farmacos
metabolizados pela mesma enzima. Porém, a venlafaxina demonstra fraca afinidade para
inibi¢do desta enzima, ndo tendo efeitos significativos sobre o metabolismo de outros
farmacos. Em contrapartida, outros compostos inibidores da enzima CYP2DG6 poderao

afectar o metabolismo da venlafaxina.

Deve ser evitada a co-administraciao de venlafaxina com MAOI, a qual pode resultar

. : ~ 44
em quadros de hipertermia, convulsées e coma. 4]

e Efeitos secundarios

Tal como os restantes antidepressivos de nova geracdo, a venlafaxina apresenta um
quadro de efeitos secundarios mais favoravel que o dos TCA e MAOI. Os efeitos adversos
mais reportados sdo nauseas, enxaquecas, sonoléncia, secura da boca, insénias, tonturas,
tremores, disfuncao sexual, sudorese e visdo desfocada, havendo casos registados de
aumento da pressao sanguinea. Estes efeitos dependem da dose ingerida, e tendem a estar

associados a doses diarias iguais ou superiores a 300 mg.!"***

Em caso de sobredosagem, este composto evidencia ser bastante mais seguro que os
antidepressivos mais antigos, podendo, contudo, provocar situagdes de hiper ou hipotensao,

. . , , 2
arritmia cardiaca, ataques cardfacos e coma.?

e Comercializagiao

A mistura racémica dos dois enantiémeros activos da venlafaxina é comercializada
sob forma de sal hidrocloridrico, em comprimidos de 25, 37,5, 50, 75 e 100 rng.m A marca
sob a qual esta formulagdo farmacéutica é mais comercializada é a Effexor XR, distribuida

pela Wyeth (Pfizer, Inc.).
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Como foi ja referido, o perfil farmacolégico da desmetilvenlafaxina é muito similar ao
da venlafaxina. Por esta razdo, o metabolito activo da venlafaxina ¢ igualmente
comercializado em formulagdes farmacéuticas, sendo a marca mais conhecida a Pristiq,
igualmente distribuida pela Pfizer, Inc.. No ano de 2011, a venlafaxina foi a 47.* substancia

activa mais vendida em Portugal.“()]
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O recurso a técnicas hifenadas tornou-se na via mais directa para o aumento da
eficiéncia na analise de uma amostra. Uma técnica hifenada junta técnicas de separagido de
compostos e de analise dos mesmos, sendo variadas as possiveis combinagdes. O uso destas
técnicas permite simultaneas analises qualitativa e quantitativa. Neste trabalho, recorreu-se a
uma variante de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS, do inglés
liguid chromatography — mass spectrometry) — UPLC-MS/MS (do inglés witra performance liquid
chromatography — tandem mass spectrometry). O método de UPLC-MS/MS junta a cromatogtafia

liquida de alta performance a espectrometria de massa sequencial.

Neste capitulo é introduzida a teoria associada ao funcionamento da cromatografia
liquida e da espectrometria de massa, sendo dada maior relevancia a caracteristicas relevantes

da metodologia analitica utilizada neste trabalho.

I1.1. Cromatografia liquida
A cromatografia consiste numa técnica analitica de separa¢ao de moléculas ou ides.
Qualquer técnica cromatografica integra uma fase estacionaria e uma fase moével — que
transporta os analitos ao longo da fase estacionaria. No caso da cromatografia liquida (LC,
do inglés /liguid chromatography) a fase movel é um liquido e a fase estacionaria apresenta-se

como preenchimento da coluna analitica de separagao cromatografica.

A cromatografia liquida apresenta duas fases com interac¢io selectiva, uma vez que
fase movel e estacionaria competem pelos analitos, o que resulta numa melhor separa¢ao das
substancias. Ambas as fases interagem livremente com cada analito, sendo que diferengas de
adsorc¢ao, troca idnica e tamanho levam a diferentes graus de interacgao, resultando na
separa¢do dos compostos. Quanto maior for o grau de interac¢ao do analito com a coluna,

mais tempo demora a ser eluido, apresentando, por isso, um tempo de retengao superior.
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Observa-se ainda que a utilizagdo de um gradiente de concentracGes durante a separagao
cromatografica permite uma melhor separagao dos analitos presentes na mistura. A analise ao
eluato, através de um detector adequado, é regra geral continua, sendo o resultado final de
uma analise cromatografica um cromatograma, que nao é mais do que a representagao grafica
da intensidade relativa dos picos eluidos em fungdo do seu tempo de retengao (intensidade

relativa »5. tempo).

Uma diminui¢ao do tamanho das particulas constituintes da fase estacionaria resulta
no aumento da superficie de interac¢do, o que leva ao aumento do tempo de retengio,
permitindo uma melhor separacio cromatografica. Porém, observou-se que nestas condi¢des
a pressao da fase moével diminuia consideravelmente ao longo da coluna. Surgiu assim a
necessidade de instaurar um sistema de cromatografia liquida a alta pressio (HPLC, do inglés
High Pressure Liquid Chromatography), o qual permite a obten¢dao de pressdes de fase moével
elevadas e, consequentemente, a utilizacgio de particulas de diametro reduzido. Estas
caracterfsticas permitem um significativo aumento da capacidade de resolu¢io e a utilizagao

z : 37
de colunas cromatograficas mais curtas.””

A resolu¢do de um sistema de cromatografia liquida (classica ou de alta pressao)
traduz a capacidade do mesmo para separar analitos. Este parametro é fun¢ao da natureza de
ambas as fases, do diametro das particulas constituintes da fase estacionaria, da pressao (a
qual depende do fluxo) da fase mével e do comprimento da coluna, justificando o facto de
sistemas de HPLC fornecerem resultados de forma mais rapida e com maior resolu¢do que a

classica cromatografia liquida.

i. Extracgdo em fase so6lida

A extrac¢do das amostras ¢ um passo fundamental na determinacdo analitica de
qualquer substancia. O passo extractivo permite separar os analitos de interesse de
interferentes existentes na matriz. A extraccio em fase sélida (SPE, do inglés So/id Phase
Extraction) é uma técnica de separagao liquido-sélido que tem por base o funcionamento da
cromatografia liquida classica (de baixa pressao — pressao atmosférica). Sao usadas colunas de
extracgao, preenchidas com a fase estacionaria, onde, apds correcto acondicionamento da
coluna e preparacio da amostra, esta ¢ aplicada ficando os constituintes da matriz e os

analitos de interesse retidos na fase estacionaria. Seguem-se um passo de lavagem, onde se da
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a cluicao de interferentes, e um passo de elui¢do (¢f fase moével) — utilizando-se um solvente

adequado que interaja suficientemente com os analitos a fim de os eluir.

II.1.1. Cromatografia liquida de alta performance

Uma vez que a eficiéncia da cromatografia liquida aumenta com a diminui¢do do
tamanho das particulas que compdem a fase estacionaria, o desenvolvimento da
cromatografia liquida passa pela utilizacdo de fases estacionarias com particulas de menores
dimensées. Como foi ja visto, o HPLC apresenta-se como um grande passo na aplicagao
desta linha tedrica, usando fases estacionarias com particulas de 2-5 pm. Passando a linha dos
2 um, a cromatografia liquida de alta performance (UPLC, do inglés wultra performance liguid
chromatography) utiliza colunas analiticas preenchidas por particulas de 1,7 um. O UPLC pode
ser tomado como o passo seguinte da cromatografia liquida, trabalhando com particulas de
menores dimensoes e fluxos mais elevados (e consequentemente maiores pressoes),

apresentando maior resolucao, eficiéncia e rapidez que o seu antecessor HPLC.

O sistema de UPLC é composto por dois moédulos: binary solvent manager e sample
manager. O primeiro moédulo é composto por quatro bombas permitindo a inser¢ao de quatro
solventes diferentes no sistema, porém apenas permite a utilizagdo de duas linhas em
simultaneo, tornando o sistema binario, permitindo deste modo a criagio de uma fase mével
em gradiente. A inser¢ao de fase mével no sistema é efectuada a elevadas pressoes, podendo
estas ir até 15000 psi. Este modulo é ainda responsavel pela desgaseificagio dos solventes
antes da entrada destes no sistema. O sample manager ¢ responsavel pela injecgdo das amostras
na coluna, pelo controlo das temperaturas da coluna analitica (com limite de 65 °C) e do
amostrador, e ainda pela lavagem da agulha de injecgao de amostras. Apds cada injecgao de
amostra na coluna cromatografica, é efectuada a lavagem da agulha de injec¢io com dois
solventes de lavagem (weak needle wash e strong needle wash), afim de evitar fendmenos de
arrastamento (carryover) entre analises cromatograficas sucessivas. Este modulo controla ainda
a pressao da injec¢ao da amostra na coluna cromatografica, mantendo valores elevados, a fim
de evitar a sua dispersao. Cada ciclo de injec¢do, com lavagem dupla da agulha de injecgao,

demora cerca de 60 .1

A disposi¢ao base dos médulos impoe uma maior proximidade do sample manager
ao sistema de detector utilizado, diminuindo assim a tubagem requerida para esta ligagao,

levando a uma consideravel diminui¢ao da dispersiao do eluato antes da entrada no detector.
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I1.2. Espectrometria de Massa

Um espectrometro de massa tem trés componentes basicos: uma fonte de ionizagio,
um (ou mais) analisador(es) de massa e um detector. No interior do espectrémetro de massa,
desde a fonte até ao detector, a presenca de um gradiente de pressdao e de voltagem permite
encaminhar os ides pelo correcto percurso. A fonte de ionizagao é responsavel por ionizar as
moléculas da amostra em estudo. Ap6s adequada ionizagao, os ides sao direccionados para o
analisador de massa através de um série de elementos electromagnéticos, permitindo assim
focar o feixe de ides e controlar a sua trajectéria. No analisador de massa, os ides sdao
filtrados e separados de acordo com a sua razdo massa/catga (m/z). Os ides ja separados
entram entao no detector, o qual determina a concentragao destes, sendo que os resultados
sao apresentados sob a forma de um espectro de massa. Os ides encontram-se em fase
gasosa e, uma vez que nestas condi¢gbes sdo muito reactivos, a sua manipulagdo e trajecto
devem ser efectuados a alto vacuo. Afim de proporcionar o gradiente de pressao ao longo da
trajectéria dos ides no espectrometro de massa, a fonte de ioniza¢do ¢ mantida numa camara
a pressao ambiente, enquanto que os elementos electromagnéticos, analisador de massa e

detector sao mantidos a alto vacuo.

Figura II.1. Representacdo esquemdtica dos principais elementos de um espectrémetro de massa.
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Amostra

:> Detector —_

Fonte de @ Analisador de
Ionizagzo massa

Intensidade

m/z

Vicuo

Os diferentes modos de ionizagao podem incluir a ionizagdo por impacto electrénico,
ioniza¢do quimica, ioniza¢do por laser, ionizacdo e dessor¢do a laser assistida por matriz,
ionizagao por bombardeamento de atomos rapidos (em inglés Fast-Atom Bombardement) ou
ionizagao por electrospray (ESI, do inglés ElectroSpray lonization). A ESI, método de ionizagao
utilizado neste trabalho, ¢ um método de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI, do

inglés _Atmospheric-Pressure Chemical lonization). A amostra a analisar passa por um capilar
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aquecido (100-300 °C), sendo que a elevada temperatura permite a completa dessolvatacao da
amostra, levando a que a ionizag¢do seja feita em fase gasosa. Ao ambiente que rodeia o
capilar ¢é aplicado um forte campo eléctrico (2-6 kV), o qual resulta na acumulacio de carga
na superficie das gotas do liquido. Com a evaporacao do solvente, a densidade de carga no
interior das goticulas leva a que a repulsao de Coulomb atinja um valor critico, ultrapassando
a tensao superficial da gota, levando a formagdo de goticulas de menores dimensoes.
Realizando este processo em cadeia, da-se a formagdo de um aerossol composto por
particulas carregadas. Coaxialmente ao capilar, ¢ mantido um fluxo de azoto (N,), o qual
assiste a nebulizagdo e direcciona o aerossol desde a saida do capilar até ao primeiro
elemento electromagnético. Este modo de ionizagdo resulta em ides com pouca energia
interna, impedindo assim posteriores fragmentacdes.”!! Neste trabalho utilizou-se uma fonte

de ioniza¢ao de ESI em modo positivo, com disposi¢iao em Z.

Figura II.2. Trajecto em Z do feixe de i6es desde o capilar até ao analisador de massa, com passagem
por varios elementos electromagnéticos de focagem. (1) capilar, (2) bomba rotativa, (3) bomba turbomolecular,
(4) analisador de massa.
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Figura II.3. Mecanismo de ionizagdo em modo positivo e modo negativo. Adaptado.l]
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Os analisadores de massa sdao igualmente variados, podendo ser do tipo Ion-Trap,
tempo de voo, sector magnético ou quadrupolo. O analisador de massa usado no decorrer
deste estudo foi um quadrupolo. Este analisador acelera e controla a trajectoria dos ides do
aerossol, segundo a sua razdo massa/carga (m/z), através da aplicacio de campos
magnéticos. Um quadrupolo é constituido por quatro cilindros metalicos que funcionam
como poélos magnéticos, distribuidos em torno de um eixo central, igualmente espagados, em
que polos adjacentes possuem polaridades opostas. Aos cilindros do analisador sao aplicadas
duas correntes eléctricas — corrente continua (DC, do inglés direct curent) e corrente alternada
(RF, do inglés radio frequeney). Para uma dada combinacio de DC/RF, apenas ides com
determinada m/z percorrem o quadrupolo até ao detector, sendo os restantes ides desviados
da trajectoria inicial. Pelo seu funcionamento, o quadrupolo é também conhecido por filtro
de massa. Uma varia¢do continua de DC ¢ RZ permite o varrimento de uma vasta gama de
m/z. O modo de aquisi¢ao mais utilizado neste tipo de analisador é o modo SIM (do inglés
single ion monitoring), no qual, fixando os valores de DC e RF, apenas um valor de m/z (e

respectivos ides) ¢ analisado.
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I1.2.1. Espectrometria de massa sequencial

Os sistemas MS/MS sio constituidos por vérios analisadores de massa, permitindo
sucessivas analises numa s6 amostra, resultando no aumento da selectividade, precisao,
exactiddo e sensibilidade. A selectividade destes sistemas é muito elevada, uma vez que a
probabilidade de dois compostos distintos originarem o mesmo iao percursor e ides produto
¢ infima. Por outro lado, a sensibilidade ¢ aumentada pela redu¢do consideravel de sinais

. . . . ~ ”, , ;. 1
interferentes, obtendo-se uma significativa redugdo ao nfvel do ruido analitico.™"

Neste trabalho foi utilizado um sistema MS/MS constituido por um triplo quadrupolo. Os
trés quadrupolos apresentam diferentes fungdes, sendo que os dois das pontas funcionam
como filtros de massa, enquanto que o quadrupolo central assume o papel de uma célula de
colisao. O primeiro quadrupolo permite a selec¢ao de massa dos ides que entram na camara
do analisador de massa (percursores). Os ides que apresentam o valor de m/z adequado para
a sua passagem pelo primeiro quadrupolo entram entdo na célula de colisio. Este segundo
quadrupolo tem como tnica fungao acelerar os iGes, os quais colidem com as moléculas do
gas inerte (N,) existente nesta regido do analisador de massa, levando assim a sua
fragmentacao. A fragmentagao pode ser aumentada pelo aumento da energia de colisio ou da
pressio do gas inerte. Os ides produto entram entao no terceiro quadrupolo, responsavel
pela sua seleccdo por m/z. Para a devida identificacdo de compostos, sio necessarias pelo
menos duas transicoes de MRM (do inglés multiple recording monitoring), onde a mais intensa
advem do iao denominado por “quantificador”, e as restantes de ides conhecidos por

“qualificadores”.”

Figura II.4. Representacio esquematica de um triplo quadrupolo. 39
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ITII.1.  Material, Reagentes e Equipamento

III.1.1. Padrées e Reagentes

Todos os padroes das substancias utilizados neste estudo foram adquiridos a
Cerilliant (Round Rock, TX, EUA): sertralina HCI (99,7% pureza, 1 mg/mL, em metanol),
venlafaxina HCl (99,8% pureza, 1 mg/ml, em metanol), norsertralina HCI (98,7% puteza,
100 pg/ml, em metanol), (1)-O-desmetilvenlafaxina (100% pureza, 100 pg/ml., em
metanol) e zolpidem-d6 (99,7% puteza, 100 pg/mlL, em metanol).

O acetonitrilo Lichrosolv, Hypergrade for L.C-MS, foi adquirido a Merck (Darmstadt,
Alemanha). A agua LC-MS, for chromatography, o acido férmico, extra pure 98-100%, e o
dihidrogenofosfato de potassio, for analysis, foram igualmente adquirido a Merck (Darmstadt,
Alemanha). O metanol, Analytical Reagent Grade, foi adquirido a Fisher Scientific

(Leicestershire, Inglaterra).

O azoto necessario para o funcionamento do evaporador e do espectrémetro de
massa foi obtido a partir de um gerador de azoto N2MID 600, da Domnick Hunter
(Gateshead, Inglaterra). A agua ultrapura MilliQQ foi obtida através de um sistema Millipore,

da Interface (Amadora, Portugal).

II1.1.2. Material e Equipamento

O extractor utilizado ¢ um Vac Elut EPS24, da Varian (Palo Alto, CA, EUA). O
evaporador é um Turbo Vap LV Evaporator, da Caliper LifeSciences (Hopkinton, MA,
EUA). O agitador de vortex é um Zx3, da Velp Scientifica (Usmate Velate, Italia). O agitador
mecanico é do modelo 3015, da GFL (Burgwedel, Alemanha). A centrifugadora utilizada ¢é
do modelo 5400 da Kubota (Téquio, Japao). O equipamento de ultra-sons Sonorex Super

RK 510H, da Bandelin (Berlim, Alemanha). As bombas de vacuo utilizadas sio da KNF
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(Munzingen, Alemanha). O sistema de UPLC-MS/MS utilizado é da Waters (Milford, MA,
EUA).

Todas as pipetas moveis (e pontas adequadas) utilizadas, sio da Gilson (Middleton,
WI, EUA). As varias pipetas fixas que foram utilizadas ao longo do projecto, assim como as
pontas adequadas, sao da Eppendorf (Hamburg, Alemanha). Doseadores e combitips sio

igualmente da Eppendorf (Hamburg, Alemanha).

As colunas Oasis HLB Cartridge 3cc (60 mg) usadas na extrac¢ao em fase sélida e os
vials de 300 pl, com tampa de rosca pré-rasgada, sao da Waters (Milford, MA, EUA). A
coluna cromatografica usada ¢ uma Acquity UPLC HSS T3 1,8 um (2,1X100 mm),
igualmente da Waters (Milford, MA, EUA). Os tubos de polipropileno de 10 mlL, com
tampas de rosca, foram fornecidos pela Stastedt (Newton, NC, EUA). Os tubos de vidro,

com tampa de rosca, de 12 mL (16X100 mm) utilizados sao da Schott (Elmsford, NY, EUA).

I11.1.3. Preparagao de padrées, solventes e solugdes

Foi preparada uma mistura padrio de armazenamento a 10 pg/mlL, incluindo as
quatro substancias em estudo. A partir desta mistura padrido, foram efectuadas varias
dilui¢des, obtendo-se assim misturas-padrio de trabalho a 1 pg/ml, 0,1 ug/mL e 0,01
pug/mL. A mistura de padrio interno de zolpidem-d6 foi preparada a 1 ng/mL. Todas as

solugdes foram preparadas em metanol.

Foram preparados dois tipos de solu¢iao aquosa de acido férmico a 0,1%, uma com
agua LC-MS (para a fase mével do equipamento) e outra com agua MilliQQ para a preparacao
de solugbes designadas por Weak Needle Wash e Strong Needle Wash. A partir de acetonitrilo
Lichrosolv e da solugio aquosa de acido férmico a 0,1%, com MilliQQ, prepararam-se as

solucdes Weak Needle Wash (30:70) e Strong Needle Wash (90:10). A solugdo Sea/ Wash In foi

preparada a partir de acetonitrilo Lichrosolv e 4gua MilliQQ, numa proporcao de 10:90 (v/v).

A soluciao aquosa de metanol a 5% foi preparada a partir de metanol e agua LC-MS.
A solugao de reconstitui¢ao foi preparada com acetonitrilo Lichrosolv e solugao aquosa de
acido férmico a 0,1% em 4dgua LC-MS, numa propor¢ao de 25:75 (v/v). Da solucio de
tampao fosfato a 0,1 M foi sempre preparado um volume de 2 L. Para tal, pesou-se 27,21 g

de dihidrogenofostato de potassio e perfez-se o volume final com agua MilliQ.
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ITI.2.  Amostras Brancas

As amostras brancas utilizadas foram identificadas segundo a normas impostas pelo
SQTF-DC. Os cédigos internos atribuidos a cada amostra branca sio compostos por duas
letras, representativas do tipo de amostra, e trés algarismos. A natureza das amostras brancas

utilizadas ¢ assim definida do seguinte modo:

e SC — Sangue da cavidade cardiaca (post-morten)

e SV — Sangue recolhido 7 vive

e BU - Urina

A fim de aumentar a representabilidade do método, foram construidas onze misturas
(pools) de sangue, uma constituida por trés sangues periféricos (obtidos através do IPS —
Instituto Portugués do Sangue) e as restantes constituidas por quatro sangues da cavidade
cardiaca (post-mortem). Todas as amostras utilizadas foram previamente analisadas por ensaio

imuno-enzimatico (CODA, Bio-Rad).

As amostras brancas de urina foram recolhidas em voluntarios do SQTF-DC.

II1.2.1. Triagem das amostras brancas

A fim de assegurar a auséncia de substancias em todas as amostras brancas, efectuou-
se uma analise de triagem de medicamentos e benzodiazepinas. Para tal, preparou-se uma
aliquota de cada amostra branca adicionando 50 pL. de zolpidem-d6 e 50 pLL de diazepam-d5
(padrio interno utilizado na determinacio de benzodiazepinas), ambos a 1 pg/mlL.
Juntamente com as amostras em estudo, preparou-se uma curva de calibragio e controlos
segundo o procedimento descrito no ponto seguinte. Note-se que este estudo foi efectuado
em ambas as matrizes, tendo sido preparados controlos e curva de calibragdo em sangue e

urina.

As amostras foram analisadas por UPLC-MS/MS, de acordo com o método
desenvolvido, e consideras negativas para medicamentos e benzodiazepinas, de acordo com

os critérios em vigor no SQTF-DC.




Especificagdes Experimentais

I11.3. Procedimento de ensaio

I11.3.1. Preparagao das amostras
Antes de iniciar o procedimento analitico, as amostras foram descongeladas, a
temperatura ambiente, através de movimentos de rotagao e inversao suaves, com recurso a

um agitador mecanico.

A quantidade desejada de amostra foi medida com recurso a pipetas automaticas,
fixas ou variaveis, para tubos de polipropileno de 10 mL. Na medi¢ido das amostras foram
utilizadas pontas com filtro, a fim de evitar avarias e contamina¢Ges nos equipamentos de

medicio.

Antes de medir as misturas-padrdo e o padrio interno, os respectivos frascos foram
agitados com o auxilio de um vértex. Ao volume de amostra contido em cada tubo de PP,
foram adicionados 50 pl. do padrio interno, zolpidem-d6 a 1 pg/ml. A fortificacio de
amostras brancas para a prepara¢ao de curvas de calibrag¢do e controlos foi efectuada neste
passo. Apos fortificagdo, e antes da diluicdo, é recomendavel a agitacdo dos tubos, com
recurso a um vortex. Na dilui¢ao das amostras, foram adicionados 3 mL de agua LC-MS (a
amostras de sangue) ou 3 mL de uma solu¢do tampao fosfato a 0,1 M (a amostras de urina),
com auxilio de um doseador e combitip adequados. A diferenca na dilui¢do das duas matrizes
em estudo sera explicada no Capitulo IV — Validagdo do método. As amostras foram
devidamente agitadas num vortex e colocadas a centrifugar a 3000 rpm durante 5 min, com
aceleragao e desaceleragdao lentas. Apods a centrifugacdo, os tubos foram removidos e

transportados sem serem agitados, afim do precipitado permanecer no fundo do tubo.

I11.3.2. Extracgao em fase sélida
Na extracgao em fase sélida foram utilizadas colunas Oasis HLB 3 cc (60 mg). O
enchimento destas colunas tem caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, tornando a extrac¢do

teoricamente ideal para a extrac¢do de analitos e seus metabolitos.

Antes de iniciar o procedimento extractivo, as colunas de extrac¢ao foram
devidamente acondicionadas. Antes do acondicionamento, o extractor é colocado na
posicao de Waste, para que todas as substancias sejam encaminhadas para o esgoto. Durante
todo o processo extractivo, os reagentes foram medidos com recurso a um doseador e

combitips adequados, tendo sido utilizados combitips diferentes para diferentes reagentes.
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O acondicionamento das colunas de extrac¢io foi iniciado com a elui¢ao de possiveis
residuos e contaminantes presentes nas colunas, com 2 mL de metanol, seguida pela adi¢ao
de 2 mL de agua LC-MS. A rapidez deste passo ¢ fundamental, uma vez que a coluna de
extrac¢ao com metanol seca muito rapido, sendo que se secar em demasia deixara de ser
permeavel. Depois da passagem da 4gua, foi adicionada a amostra. Este passo foi feito com
bastante cuidado, a fim de nao verter amostra para fora da coluna, nem deixar cair
precipitado dentro desta. Seguiu-se o passo da lavagem das colunas, feita com adi¢do de 2

ml. de metanol a 5%.

Depois de lavadas, as colunas foram mantidas em vacuo, a fim de secarem.
Consequéncia das suas propriedades hidrofilicas, as colunas usadas retém muita agua, pelo
que o passo de secagem tende a ser bastante longo. O tempo necessario para uma secagem
adequada das colunas de extrac¢ao ¢ fungio da pressiao de vacuo a que se encontram sujeitas
as colunas. O tempo médio de secagem neste trabalho rondou uma hora. Note-se que
quanto mais secas estiverem as colunas, maior serd a limpeza das amostras, porém tende-se a
perder mais analitopelo que, no decorrer dos estudos de validagdao, deve ser adoptado um

critério de compromisso.

Quando devidamente secas as colunas, o extractor foi colocado na posi¢ao Collect e
os tubos de vidro colocados dentro deste nas posi¢oes devidas. Para eluir os analitos, foram
adicionados 2 ml. de metanol as colunas de extraccao. O eluato foi recolhido nos tubos de

vidro.

I11.3.3. Secagem e reconstitui¢do dos extractos

Eluidas as amostras, seguiu-se para a evaporagao dos extractos. A evaporagio foi
conseguida colocando os tubos num banho de 4gua destilada, a uma temperatura estavel de
40 °C, sob corrente de azoto. A pressao de azoto niao deve ser demasiado elevada, sob pena

do extracto se depositar nas zonas altas das paredes do tudo de vidro.

Apbs os tubos se encontrarem devidamente secos, procedeu-se a reconstitui¢ao dos
extractos. A reconstituicao foi efectuada com fase movel, num volume de 100 pL. e com
recurso a pipeta e pontas adequadas. A fase movel foi colocada dentro dos tubos de ensaio.
Seguidamente, estes foram agitados com recurso a um vortex, a fim de dissolver o residuo
da evaporaciao. O volume reconstituido foi passado para os vials de 300 pl. usados no

sistema de injec¢ao automiética do UPLC-MS/MS.
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Aconselha-se a que, antes de serem colocados dentro do sistema, os vials sejam
observados no sentido de verificar, e se necessario eliminar, a existéncia de bolhas de ar no

interior dos mesmos.

III.4. Condigbes do equipamento

Como um dos principais objectivos deste estudo é o desenvolvimento e validagao de
um método que seja facilmente integrado na rotina de um laboratério, as condi¢oes de
utilizacdo definidas foram as que ja eram utilizadas pelo laboratério na determinacdo de
medicamentos por UPLC-MS/MS. Isto permite que as substincias em estudo sejam
integradas no vasto leque de medicamentos ja determinados pelo SQTF-DC, sem

necessidade de alteracao do método proposto e validado.

A fase movel utilizada foi constituida por acetonitrilo Lichrosolv e solugao aquosa de
acido férmico a 0,1%, em agua LC-MS. Durante cada corrida (8 minutos), foi utilizado o
gradiente de fase moével apresentado na figura I11.1, o que permitiu uma adequada separagao
cromatogtafica dos compostos. O fluxo de fase mével definido foi de 0,5 mL/min, sendo
que este resulta numa boa separagdo cromatografica dentro do tempo de corrida

estabelecido. A coluna analitica utilizada para a separagdo cromatografica foi uma Acquity

UPLC HSS T3 1,8 um (2,1x100 mm).
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Figura III.1. Gradiente de fase mével do UPLC-MS/MS.
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Figura III.2. Condi¢Ges impostas no espectrémetro de massa.
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As temperaturas da coluna cromatografica e do amostrador foram igualmente
estabelecidas, sendo de 35 °C e 15 °C, respectivamente. No espectrémetro de massa, foram
definidas uma temperatura da fonte de 120 °C e, para a dessolvata¢do, uma temperatura de
350 °C. O fluxo de gis de dessolvatagio foi fixado a 650 L/h e do cone a 0 L/h. Ao definir o
fluxo de gases no cone como nulo, reduziu-se a dispersao da amostra junto a este, obtendo-

se uma maior sensibilidade do equipamento.

III.5.  Estudos preliminares
As diferencas de potencial de colisio e do cone tém de ser devidamente
estabelecidos, a fim de se obterem sinais com maior intensidade e menor ruido analitico.
Com base em valores encontrados numa extensa pesquisa bibliografica, foi efectuado o
estudo destes parametros, variando no método de aquisicdo voltagens e valores de m/z,

utilizando uma mistura das quatro substancias a 500 ng/mlL..

A fim de definir as condi¢gdes adequadas do espectrémetro de massa para este estudo,

foram efectuados diversos testes, utilizando varios modos de aquisi¢ao:

e SCAN — permite determinar a voltagem do cone mais adequada para a analise do
ido percursor (principal);
e SIR (do inglés selected ion recording) — permite definir os parametros que resultam na

passagem de determinado ido percursor até ao detector;

e DaughterScan — permite definir as melhores condi¢des para a obtengao dos ides-
produto. Através da analise da informacdo recolhida por este modo de aquisigdo,
definem-se os ides quantificador e qualificador(es).

e  MRM (do inglés multiple recording monitoring) — permite definir as condi¢oes dos trés
quadrupolos, a fim de ser detectado um unico ido-produto de um dado ido

percursor.

Pela combinacao dos resultados obtidos através destas analises, foram escolhidas as
condi¢oes que resultaram em picos com melhor defini¢do e mais intensidade. As condigoes
de aquisicio implementadas no método analitico proposto e validado sio a seguir

apresentadas.
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Tabela III.1. Resumo das condi¢des de aquisicio de dados do espectrometro de massa, para as quatro
substancias em estudo e do padrio interno. (Quando pertinente, as condi¢des dos ides produto sio colocados
por ordem de relevancia do ido, separados por ponto-e-virgula.)

Janela de tempo de Razdo m/g do Razao m/zdo Voltagem do Energia de
aquisigao [min] ido percursor ido produto cone [1] colisao [eV]
Sertralina 3,5-4,55 306,0 159,1; 275,0 20 26; 15
Norsertralina 3,35-45 2920 275,0; 159,0 10 40; 12
Venlafaxina 1,35-23 278,1 57,8; 260,3 25 18; 12
Desmetilvenlafaxina 0,4-1,2 264,1 2406,3;107,0 20 40; 10
Zolpidem-d6 1,0-19 3145 2353 56 38

Figura III.3. Cromatogramas obtidos pela aplicacdo das condi¢es apresentadas na tabela I11.1.
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Das andlises em modo DanughterScan, obtiveram-se os espectros de fragmentagao das
quatro substancias em estudo. Dos espectros obtidos, tomou-se o id0 com maior abundancia

relativa como quantificador, e o segundo com maior abundancia relativa como qualificador.
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Figura IIL.4. Somatério dos espectros de fragmentagdo da sertralina [M + H]*, com representagio dos
fragmentos. O ido molecular, quantificador e qualificador, respectivamente, m/z 306, 159 e 275.
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Figura II1.5. Somatério dos espectros de fragmentacio da norsertralina [M + H]*, com representacio dos
fragmentos. O ido molecular, quantificador e qualificador, respectivamente, m/z 292, 275 e 159.
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Figura IIL.6. Somatério dos espectros de fragmentagio da venlafaxina [M + H]*, com representagio dos
fragmentos. O ido moleculat, quantificador e qualificador, respectivamente, m/z 278, 58 e 260.
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Figura II1.7. Somatério dos espectros de fragmentacdo da desmetilvenlafaxina [M + H]*, com representacdo
dos fragmentos. O iio molecular, quantificador e qualificador, respectivamente, m/z 264, 246 ¢ 107.
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Especificagdes Experimentais

Note-se que o padrio interno usado neste trabalho, zolpidem-do, foi escolhido por
set ja utlizado na determina¢ido de medicamentos por UPLC-MS/MS no SQTF-DC. Tendo-
se provado ser eficaz durante este estudo, ndo houve a necessidade de efectuar um estudo

direccionado para a escolha do padrao interno.

De igual modo, a coluna cromatografica utilizada neste projecto foi idéntica a
utilizada na rotina da analise de medicamentos no laboratério, tendo sido de igual modo
demonstrada a adequabilidade neste passo, evitando asism o ensaio com outras colunas

analiticas.
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A validagdo de um método analitico apresenta-se de importancia fundamental para
laboratorios que pretendam implementar e cumprir rigorosos critérios de qualidade. A
avaliagdo de diversos parametros permite comprovar que o método ¢ adequado para as
analises estudadas, nas condi¢oes avaliadas. Este processo garante a qualidade e idoneidade
do método, tomando como correctas as suas especificagdes e dando credibilidade aos
resultados obtidos.” A validagio abrange todo o procedimento de ensaio, desde a
manipulagao inicial das amostras até ao tratamento de dados, abarcando toda a sequéncia
analitica.

Os parametros a estudar dependem grandemente das caracteristicas do ensaio (e.g.
ensaio qualitativo, ensaio quantitativo) e do tipo e complexidade da amostra. Apesar deste ser
um tépico bastante controverso, os parametros a estudar foram seleccionados de acordo
com o procedimento operacional para validagao de procedimentos de ensaio em vigor no
SQTF-DC do INMLCF. Tendo em consideragido este referencial, deve-se, para métodos de
confirmacio quantitativa, avaliar: especificidade/selectividade, eficiéncia de extrac¢ao, limites
de deteccdo e quantificacdo, carryover, linearidade, precisdo intermédia, repetibilidade,
reprodutibilidade, exactidao e robustez. Para além destes, a avaliagio do efeito matriz ¢é

aconselhado para métodos que integrem a tecnologia LC-MS/MS."”

Note-se que a
reprodutibilidade nao foi estudada, uma vez que pressupée o envolvimento de varios

laboratérios (ensaios inter-laboratoriais).
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IV.1. Especificidade e Seletividade

A selectividade de um método traduz a sua capacidade para separar, fisicamente, as
substancias de uma mistura, recorrendo a técnicas cromatograficas, por exemplo. A
especificidade é comummente tida como termo sobreponivel a selectividade, ainda que
erradamente. A especificidade pode ser descrita como a capacidade de um método para
determinar individualmente um analito, na presenca de outras substancias (e.g. componentes
de matriz, metabolitos, impurezas, produtos de degradagao), sem a interferéncia significativa
destas.’” A fim de provar que o método ¢ selectivo, a auséncia de sinais interferentes tem de
ser demonstrada. A especificidade do método é provada quando este diferencia e determina

inequivocamente cada analito de interesse, numa mistura de substancias.

Para avaliar estes parametros, foram utilizadas duas aliquotas de 0,5 ml. de cada
amostra branca. Uma das aliquotas foi fortificada com 25 ul. de uma mistura padrio a 1
ng/mlL, enquanto 2 outra foi aplicado directamente o procedimento de ensaio. Adicionaram-
se a ambas as aliquotas 50 uL. de padrio interno a 1 ug/mlL.

Para avaliar a positividade/negatividade das amostras foram utilizados dois critérios
para a identificagdo e confirmagdo de substancias — critério de tempo de retencdo relativo
(TRR) e critério das relagdes ionicas das transicoes estudadas. Para que a presenca de uma
determinada substancia seja confirmada numa amostra, ambos os critérios tém de ser
cumpridos. Foram consideradas como controlos positivos as amostras fortificadas a partir
das amostras SC061-01 e BU010-01.

A fim de efectuar um estudo da especificidade do método mais completo, fortificou-
se uma terceira aliquota do sangue branco SV057 e do branco de urina BU048 com 100 uLL
de uma mistura de benzodiazepinas e outra de medicamentos, ambas a 1 pg/ml, com

adicao de 50 pLL de padrio interno.

IV.1.1. Critério de Tempo de Retengdo Relativo
Este critério define que a diferenca entre o tempo de retencao (ITR) de uma dada
substancia na amostra e no controlo deve ser inferior a 2% ou a 0,1 min, e que a diferenga

entre o TRR de uma dada substancia na amostra e no controlo deve ser inferior a 2%, em
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termos de diferenca de tempos de retencdo absolutos. A diferenca relativa de TRR ¢

determinada a partir da seguinte relagao:

RRSuspeito - TRRControlo
TR RControlo

T
ATRR =

onde:
TRRgyspeito - Tempo de retencio relativo da substincia na amostra

TRRcontrolo - Tempo de retencao relativo da substancia no controlo

ATRR - Diferenca relativa de TRR

Os resultados obtidos no estudo do critério de tempos de retencdo relativos

apresentam-se de seguida, sob foma de tabelas. Os valores que ndo obedecam a ambos os

critérios acima apresentados encontram-se a vermelho.

Tabela IV.1. Tempos de retencio relativos (I'RR) das substincias em cada uma das amostras de sangue.

Substincia Cddigo das amostras de sangue

SC007 SCO039 SC061  SCO62  SC063  SCO065 SCO066  SCO67  SCO69  SCO70  SVO57
Sertralina 2801 2,801 2782 2794 2801 2782 2782 2801 2782 2842 2782
Norsertralina 2695 2702 2676 2695 2695 2676 2676 2,695 2,676 2734 2,676
Venlafaxina 1,248 1,248 1,246 1,248 1,248 1,246 1,246 1,234 1,239 1,252 1,246
Desmetilvenlafaxina | 0546 0553 0549 0553 0546 0549 0549 0539 0549 0547 0,549
Tabela IV.2. Diferenca relativa entre o TRR de uma dada substincia na amostra e no controlo, em sangue.
Substincia
Cddigo das amostras de sangue
SC007  SC039 SCO062 SCO063  SCO65  SCO066  SCO67  SCO69  SCO70  SVO57
Sertralina 0,709 0,709 0,454 0,709 0,000 0,000 0,709 0,000 2,158 0,000
Norsertralina 0,709 0,974 0,709 0,709 0,000 0,000 0,709 0,000 2,158 0,000
Venlafaxina 0,140 0,140 0,140 0,140 0,000 0,000 -0,998  -0,565 0,427 0,000
Desmetilvenlafaxina -0,582 0,709 0,709 -0,582 0,000 0,000 -1,873 0,000 -0,461 0,000
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Tabela IV.3. Tempos de retencio relativos (TRR) das substincias em cada uma das amostras de urina.

Substincia Cddigo das amostras de nrina

BUO1 BU02 BUO4 BUO5 BUO6 BUO0O7 BUO08 BU10 BU048
Sertralina 2,701 2,658 2,642 2,701 2,625 2,714 2,653 2,664 2,696
Norsertralina 2,599 2,550 2,530 2,599 2,520 2,605 2,547 2,564 2,588
Venlafaxina 1,224 1,215 1,205 1,231 1,230 1,231 1,213 1,221 1,230
Desmetilvenlafaxina 0,612 0,611 0,596 0,619 0,592 0,599 0,593 0,604 0,608

Tabela IV.4. Diferenca relativa entre o TRR de uma dada substancia na amostra e no controlo, em urina.

Substincia

Cddigo das amostras de nrina

BUO1 BUO02 BU04 BUO05 BUO6 BUO7 BUO8 BU048
Sertralina 0,176 -0,252 -0,827 1,361 -1,480 1,871 -0,416 1,183
Norsertralina 0,417 -0,524 -1,325 1,361 -1,717 1,626 -0,667 0,939
Venlafaxina -0,426 -0,549 -1,325 0,804 0,719 0,804 -0,667 0,676
Desmetilvenlafaxina 0,680 1,111 -1,325 2,487 -1,974 -0,892 -1,770 0,676

O critério de tempo de retengao relativo foi cumprido para as quatro substancias e
nas diferentes amostras de sangue, com excep¢ao da amostra SV070 para a sertralina e
norsertralina. Nas amostras de urina, o critério de tempo de retencao relativo foi sempre

cumprido, com excepg¢ao da amostra BUO5 para a desmetilvenlafaxina.

IV.1.2. Critério das Relagbes Ionicas das Transicoes

Para que este critério seja cumprido, a diferenca entre as areas relativas das transi¢cdes
de uma dada substancia na amostra e no controlo nio deve diferir do valor correspondente

apresentado na Tabela I'V.5.
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Tabela IV.5. Tolerdncia maxima para as areas relativas das transicoes idnicas.

Areas relativas (% do pico base) Tolerdncia
> 50 10
>25e<50 20%
5<25 5
<5 50%

Com base na Tabela IV.5 e nas areas relativas obtidas nos controlos positivos,
definiram-se os seguintes intervalos de tolerancia para cada substancia, com apresentacdo das

transi¢oes i6nicas escolhidas por substancia.

Tabela IV.6. TransicGes i6nicas seleccionadas para cada substincia e respectivo intervalo de tolerancia, no
estudo em sangue.

Substancia Transi¢les ionicas Tolerdancia

1* Transigdo 2* Transigdo Minima Maxima
Sertralina 306 > 159,1 306 > 275 73,93 93,93
Norsertralina 292 > 275 292 > 159 34,78 52,17
Venlafaxina 278,1 > 57,8 278,1 > 260,3 68,34 88,34
Desmetilvenlafaxina 264,1 > 246,3 264,1 > 107 33,43 50,14

Tabela IV.7. Transi¢Ges ionicas seleccionadas para cada substincia e respectivo intervalo de tolerdncia, no
estudo em urina.

Substincia Transigoes ionicas Tolerincia

1* Transigdo 2* Transigao Minima Maxima
Sertralina 306 > 159,1 306 > 275 65,44 85,44
Norsertralina 292> 275 292> 159 41,05 61,05
Venlafaxina 278,1 > 57,8 278,1 > 260,3 58,20 78,20
Desmetilvenlafaxina 264,1 > 246,3 264,1 > 107 39,46 59,19

Nas tabelas seguintes encontram-se as areas relativas das transi¢oes ionicas obtidas

para cada substancia.
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Tabela IV.8. Areas relativas das transicoes idnicas das respectivas substincias, em sangue.

Sertralina Norsertralina Venlafaxina Desmetilvenlafaxina
Transi¢des 3006,0 > 275,0 292,0 > 159,0 278,1 > 260,3 264,1 > 107,0
SC007 80,2 426 763 416
SC039 88,1 472 82,9 41,8
§0 SC061 83,9 435 783 41,8
S SC062 91,2 443 82,5 42,6
§ SC063 90,3 45,7 73,2 42
“§ SC065 82,1 483 778 46,2
S SC066 84,7 46,6 78,0 46,7
é@ SC067 772 50,9 71,5 448
% SC069 81,4 442 737 39,9
SC070 83,9 49,3 76,8 445
SV057 86,3 457 787 36,8

Tabela IV.9. Areas relativas das transicdes idnicas das respectivas substincias, em urina.

Sertralina Norsertralina Venlafaxina Desmetilveniafaxina
Transi¢ées 306,0 > 275,0 292,0 > 159,0 278,1 > 260,3 264,1 > 107,0
BUOIL 75,3 492 66,4 430
BUO2 79,0 45,8 70,0 434
§0 BUO03 80,8 44,8 76,7 46,8
S BUO4 813 489 71,8 49.4
§ BUO05 78,0 477 74,6 52,2
% BUO6 78,9 48,4 69,7 54,2
§ BUO7 78,7 485 70,6 48.4
§ BUOS 75,4 51,1 68,2 49,3
% BU0Y 82,1 495 67,6 497
BUO010 75,3 49,2 66,4 43,0
BU04S 79,0 458 70,0 434

As Tabelas IV.10 e IV.11 retnem os resultados obtidos no estudo da

especificidade/selectividade em sangue e urina, respectivamente.
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Tabela IV.10. Resultados obtidos no estudo da especificidade/selectividade, em sangue.

Analise das Amostras negativas

Codigo da amostra Resultado Observagies
SC007-01 Negativo
SC039-01 Negativo
SC061-01 Negativo
S$C062-01 Negativo
SC063-01 Negativo
SC065-01 Negativo
SC066-01 Negativo
SC067-01 Negativo
SC069-01 Negativo
SC070-01 Negativo
SV057-07 Negativo
0%

Percentagem de Falsos Positivos

Analise das Amostras positivas

Codigo da amostra Resultado Observagies

SC007-01 Positivo

$C039-01 Positivo

SC061-01 Positivo

$C062-01 Positivo

SC063-01 Positivo

SC065-01 Positivo

SC066-01 Positivo

SC067-01 Positivo

SC069-01 Positivo

SCO70-01 Positivo/Negativo A sertralina e norsertralina ndo cumprem o critério dos

tempos de retengio.

SV057-07 Positivo

Percentagem de Falsos Negativos 4,55%
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Tabela IV.11. Resultados obtidos no estudo da especificidade/selectividade, em urina.

Andlise das Amostras negativas

Codigo da amostra Resultado Observagoes
BU01 Negativo
BU02 Negativo
BU04 Negativo
BU05 Negativo
BU06 Negativo
BU07 Negativo
BU08 Negativo
BU10 Negativo
BU048 Negativo
Percentagem de Falsos Positivos 0%
Analise das Amostras positivas
Codigo da amostra Resultado Observagoes
BUO01 Positivo
BU02 Positivo
BU04 Positivo

A desmetilvenlafaxina ndo cumpre o critério dos tempos
BUO05 Positivo/Negativo

de retencio.

BU06 Positivo
BU07 Positivo
BU08 Positivo
BU10 Positivo
BU048 Positivo
Percentagem de Falsos Negativos 2,78%

De modo a que especificidade e selectividade sejam validadas, as percentagens
calculadas tém de ser 0% e inferiores a 10% para falsos positivos e falsos negativos,
respectivamente. As percentagens obtidas foram de 0% de falsos positivos e de 4,55% e

2,78% de falsos negativos para sangue e urina, respectivamente.
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Durante o estudo destes dois parametros, houve a necessidade de alterar a preparacao

das amostras de urina. Devido a sua natureza, o pH das amostras de urina varia bastante,

sendo esta uma variagao inter e intra-individuo. Esta mudanca de pH afecta a separacio

cromatografica dos compostos, levando a grandes variagdes dos tempos de retengao. Como

resultado, tornou-se impossivel confirmar a presenca das quatro substancias em amostras de

urina, uma vez que niao era respeitado o critério de tempo de retengio relativo. A fim de

contrariar esta caracteristica intrinseca deste tipo de amostra bioldgica, optou-se por alterar a

dilui¢do das amostras de urina, passando a usar-se uma solucao tampao de fosfato a 0,1 M.

Apesar do pH desta solugao tampao (~4) nao ser o ideal para as substancias em estudo (pKa

ronda os 9), esta alteracdo da diluicao permitiu uma estabilizagao e uniformizacao dos valores

de pH entre diferentes amostras de urina. Os resultados ja apresentados foram obtidos apos

esta alteragdao na prepara¢io das amostras.

Figura IV.1. Cromatogramas TIC (do inglés fotal ion chromatogram) obtidos da fortificacdo de amostras brancas
com benzodiazepinas e medicamentos, em sangue (a esquerda) e urina (a direita). De cima para baixo: sertralina,
norsertralina, venlafaxina, zolpidem-d6 e desmetilvenlafaxina.
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Ao analisar os cromatogramas TIC obtidos das amostras fortificadas com misturas-
padrao de benzodiazepinas e medicamentos, nao se verifica nenhuma contribui¢ao por parte
desses compostos nos picos de eluicdo das quatro substancias em estudo, permitindo

concluir pela especificidade e selectividade do método proposto.

IV.2. Eficiéncia da extraccao

A integracio de um passo extractivo num procedimento de ensaio acarreta uma
inevitavel perda de analito. Apesar da utilizacdo de padrio interno servir para compensar esta
perda, ¢é aconselhavel o estudo desta realidade laboratorial. A eficiéncia da extracgdo ¢

expressa em termos de recuperagdo,e determinada através da seguinte relagao:

ArelEnsaio
% Recuperagao = x 100
ArelSem Extracgao

onde:

Arelgnsaio - Razio das areas (analito/padrio interno) obtidas apés a aplicagio do
procedimento extractivo

Arelsem gxtracgao - Razdo das édreas (analito/padrio interno) obtidas sem a aplicagdo do

procedimento extractivo

A avaliagao deste parametro, em cada uma das duas matrizes, foi efectuada em trés
niveis de concentra¢io: baixa (20 ng/mL), média (150 ng/mL) e alta (500 ng/mL). Foram
preparados dois conjuntos de amostras brancas em triplicado para cada gama de
concentragdo. A fortificacio de cada um dos conjuntos foi desfasada no tempo, sendo um
conjunto fortificado no inicio do procedimento de preparacio de amostras e o outro
fortificado imediatamente ap6s a eluicao do extracto. As fortificacdes foram feitas a partir de
misturas-padriao preparadas em metanol a 0,1 pg/ml, 1 pg/mL e 10 pug/ml. O padrio
interno, zolpidem-d6 a 1 pug/ml s6 foi adicionado, num volume de 50 pl., a todas as

amostras, imediatamente antes do passo de evaporacgao do eluato.

As tabelas seguintes apresentam em resumo os resultados obtidos para a recuperagao,

em sangue e urina, para as quatro substancias.
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Tabela IV.12. Resultados da determinacao da recuperacio em sangue.
Recuperagao (%o)

Controlo Baixo Controlo Médio Controlo Alto

Sertralina 61,4 70,6 78,9
Norsertralina 60,9 61,1 72,2
Venlafaxina 108,0 96,3 91,1
Desmetilvenlafaxina 105,4 92,1 86,6

Tabela IV.13. Resultados da determinacio da recuperagio em urina.
Recuperacio (%)

Controlo Baixo Controlo Médio Controlo Alto

Sertralina 84,1 87,1 81,9
Norsertralina 83,3 84,9 81,1
Venlafaxina 91,0 95,0 90,5
Desmetilvenlafaxina 86,5 93,5 98,3

Os valores obtidos para a recuperagao da extrac¢ao variam num intervalo de 60,9% -
108,0%, nao havendo perdas significativas de analito no passo extractivo, pelo que se pode

considerar a extrac¢ao adequada para este método de ensaio.

A analise dos resultados obtidos apresenta trés padroes de comportamento distintos:
e Em sangue, a sertralina apresenta recuperacoes muito mais baixas que a venlafaxina,
havendo a mesma relacio entre os seus metabolitos activos.
e Salvo excepgdes pontuais, os metabolitos demonstram menor recupera¢do que 0s

compostos que percursores.

e Os valores de recuperagao obtidos nas amostras de urina sao menos dispersos que

nas amostras de sanguce.

A dultima conclusao encontra-se certamente associada a complexidade das duas
matrizes bioldgicas, pois, sendo a urina menos complexa que o sangue, devera haver um
comportamento mais estavel durante o passo extractivo. Porém, esta relagdo nao pode ser
tomada linearmente, pois as condi¢des de diluigao das amostras nao sao idénticas.

Os metabolitos sao geralmente mais polares do que os compostos que os originam, o
que ¢ verificado nas substancias em estudo. Tendo em conta as propriedades hidrofilicas das

colunas de extracgao utilizadas, torna-se trivial a compreensio deste comportamento.
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Sabendo que a sertralina apresenta grande afinidade por ligagdes proteicas, é facil
compreender a baixa recuperacio que demonstra em sangue, em comparacio com a

venlafaxina (que possui fraca afinidade por este tipo de ligagoes).

Afim de testar a contribuigdo da dilui¢io das amostras com solu¢io tampido de
fosfato a 0,1 M, e esperando obter melhores resultados para a recuperacao de sertralina e do
seu metabolito activo em sangue, decidiu-se testar a eficiéncia de extrac¢do em amostras de
sangue diluidas nestas condi¢oes. Os resultados obtidos demonstraram uma melhoria nao
significativa nas recuperacOes da sertralina e norsertralina, com a diminui¢iao da recuperagao
de venlafaxina e desmetilvenlafaxina. Nao sendo obtidos resultados com a melhoria desejada,

decidiu-se nao alterar o procedimento de preparagao das amostras de sangue.

IV.3. Arrastamento (carryover)

Na rotina de um laboratério de toxicologia, ndo sdo raras as amostras que chegam
para analise com quantidades muito elevadas de compostos de interesse. A analise destas
amostras pode gerar efeitos de arrastamento (carryover), que se podem traduzir na
contamina¢ao de andlises sucessivas, durante o passo de analise. Quanto mais sensiveis os
equipamentos utilizados, maior importancia se deve dar aos fenémenos de arrastamento,

pois estes podem afectar os resultados por contaminagdo de injecgdes sucessivas.”

O estudo da existéncia de fenémenos de arrastamento foi efectuado em conjunto
com o estudo da eficiéncia da extrac¢ao. Foram preparadas duas amostras brancas de cada
matriz, as quais foram injectadas entre os controlos altos (500 ng/mL), a fim de detectar

possiveis contaminagoes.

A analise dos cromatogramas obtidos permite a avaliagido deste parametro, sendo que
neste caso evidencia a auséncia de qualquer contaminacio. B possivel entdo concluir que o
procedimento de ensaio de confirmacdo e quantificagdo das substancias em estudo, em
amostras de sangue e urina, por UPLC-MS/MS, nio é afectado por fendémenos de

arrastamento.
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Figura IV.2. Cromatogramas TIC obtidos no estudo do carryover em sangue (em cima) e urina (em baixo).
Substincias, de cima para baixo: sertralina, norsertralina, venlafaxina, zolpidem-d6 e desmetilvenlafaxina.
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IV4. Limite de Detecg¢ao e Limite de Quantificagao

O limite de quantificacdo (LQ) ¢é a menor concentragao de analito, numa amostra,
que pode ser determinada quantitativamente, com valores de precisao e exactidao aceitaveis.
Concentragoes abaixo deste valor nao podem ser devidamente quantificadas, porém o
método fornece ainda dados qualitativos, até um limiar mais baixo conhecido como limite de
detecgao (LD). Este é tido como a menor concentragao de analito, numa amostra, que pode
ser detectado inequivocamente, sendo facilmente distinguido do ruido.P' Ambos os limites
dependem do analito, da matriz da amostra, do método escolhido para anilise, das condi¢oes
laboratoriais e do equipamento e de toda a sequéncia analitica. Existem dois métodos para a
determinacdo dos limites de detec¢do e quantificacio.

A primeira metodologia baseia-se na razio sinal-ruido (s/r) dos cromatogramas
obtidos, em diferentes niveis de concentracio. Sera tida como limite de deteccio a
concentracao mais baixa em que se obtenha uma razio sinal/ruido nio inferior a 3. J4 o
limite de quantifica¢do ¢ assim definido como a menor concentra¢ao em que se observe uma
razdo sinal/ruido ndo inferior a 10. Apesar deste método fornecer, em geral, valores mais
baixos para ambos os métodos, torna-se mais trabalhoso e nio linear, nio fornecendo
valores verdadeiros, mas valores proximos.

O segundo método, denominado método de calibracdo, é sem davida mais légico e
linear, sendo teoricamente obtidos os valores verdadeiros dos limites. Esta segunda hipotese
traduz-se laboratorialmente na construcio de uma curva de calibragdo, baseando-se a
determinagao dos limites na aplica¢ao de duas fun¢des matematicas:

LD = (33 X Sy;,) /b
LQ = (10 x S,,) /b

onde: - S,y € o desvio padrio residual da curva de calibragiao

- b é o declive da recta

Os valores que se obtém para os limites de detec¢ao e quantificacio dependem da
metodologia utilizada e do tratamento de dados efectuado, dependendo das escolhas feitas
pelo analista. A fim de demonstrar esta diferenca nos valores obtidos, optei por efectuar este

estudo utilizando as duas metodologias de determinagao dos limites.
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IvVv.4.a1.

i.

Determinagao dos limites de detecgao e quantificagio

Raz3o Sinal/Ruido

Através dos cromatogramas obtidos para os diversos pontos da curva de calibraciao

construida no método de adi¢do (¢f Tabela IV.14), é possivel determinar a razdo sinal/ruido

em cada concentragdo. Como se pretendem determinar limites inferiores, tomaram-se os

cinco pontos de concentracdes mais baixas, apresentando-se apenas os cromatogramas com

relevancia para a avaliagao dos limiares inferiores do método.

Figura IV.3. Cromatogramas com a determinacio da razio sinal/ruido em sangue (de cima para baixo, 2
ng/mlL, 1 ng/mlL, 0,4 ng/mL ¢ 0,1 ng/mL).
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Figura IV.4. Cromatogramas com a determinacio da razdo sinal/ruido em utina (de cima para baixo, 0,4
ng/mLe 0,1 ng/mL).
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Em sangue, 0,1 ng/ml apresenta-se como concentracio aceitavel para LD de
sertralina e venlafaxina, assim como LQ) aceitavel para a venlafaxina. A concentragiao de 0,4
ng/mL pode ser tomada como valor seguro para LQ da sertralina e LD da norsertralina. O
valor de 1 ng/mL sutge como um valor adequado para LQ da norsertralina e LD da
desmetilvenlafaxina. A desmetilvenlafaxina apenas tem uma razao sinal/ruido superior a 10 a
concentracio de 2 ng/ml..

Em urina, a concentra¢io de 0,1 ng/mL apresenta-se como um valor adequado patra
LD das quatro substancias, e como bom L(Q para a sertralina, venlafaxina e
desmetilvenlafaxina. Para LQ de norsertralina em utina, 0,4 ng/mlL possui uma razio

sinal/ruido superior a 10, tornando-o um LQ adequado.

Os valores obtidos por este método sao bastante baixos, porém nio serdo muito
seguros. Isto porque o método atribui razées sinal/ruido elevados a picos mal definidos,

retirando confianca aos resultados obtidos.
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ii. Método de Calibragio

A fim de determinar LD e LQ das substancias em estudo, foi preparada uma curva
de calibragio com quinze niveis de concentragao, em ambas as matrizes, distribuidos
uniformemente e perto do limite de detecgao esperado, por fortificagao de amostras brancas
de sangue e urina, a partir de misturas-padrao preparadas em metanol a 0,01 pg/mlL, 0,1
pug/mLealpg/mL.

As concentragoes escolhidas para a constru¢do da curva de calibragio e os
respectivos volumes utilizados das misturas-padrao encontram-se na Tabela IV.14. O volume
de amostra branca utilizado foi de 0,5 mL. Utilizou-se como padrio interno uma solucio

metandlica de zolpidem-d6 a 1 ug/mL, tendo-se utilizado um volume de 50 pL.

Tabela IV.14. Preparacio das curvas de calibracdo do estudo LD e LQ).

Pontos da Curva Concentracao Mistura-Padrao
Concentragdo (ng/ml.) — Volume (uL)
de Calibragao (ug/mL)
1 0,1 5
2 0,4 20
3 0,5 25
4 1 50 o
5 1,5 75
6 2 100
7 5 25
8 7 35
9 10 50 0,1
19 15 75
11 20 100
12 30 15
13 50 25
14 80 40 !
15 100 50

Nas tabelas seguintes apresentam-se os resultados obtidos para LD e LQ, em sangue

e urina, respectivamente.
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Tabela IV.15. Apresentacio dos resultados do estudo do limite de deteccio e de quantificacdo, em sangue.

Substincia Egqunagio R’ Ero padrio (S,,,) LD (ng/ml)  LQ (ng/mlL)
Sertralina v = 0,0015x + 0,0006 _ 0,0992 0,0005 1,03 311
Venlafaxina y = 0,0089x + 0,0018  0,9996 0,0029 1,10 3,32
Norsertralina y=0,0007x — 0,0021  0,9989 0,0006 2,99 9,05
Desmetilvenlafaxina | y = 0,0146x + 0,0003  0,9986 0,0152 3,44 10,42

Tabela IV.16. Apresentacdo dos resultados do estudo do limite de detec¢io e de quantificacdo, em urina.

Substincia Equnagio R’ Emo padrao (S,,,) LD (ng/ml)  LQ (ng/ml)
Sertralina y = 0,0033x + 0,0001  0,9989 0,0012 1,16 3,52
Venlafaxina y = 0,0065x + 0,0009  0,9992 0,0020 1,00 3,04
Norsertralina v = 0,0021x — 0,0005 0,991 00018 275 8,35
Desmetilvenlafaxina | y = 0,0015x + 0,0054  0,9990 0,0017 3,77 11,42

Uma vez que o tratamento dos dados depende em grande parte das decisoes tomadas

pelo analista, decidiu-se ainda estudar a diferenca de resultados obtidos por um tratamento

de dados diferente. Uma vez que se pretendem determinar limites inferiores de detecgao e

quantificagdo, tomou-se a tegido de concentracoes entre 0,1 e 15 ng/mL da curva de

calibracdo. Nas Tabelas IV.17 e IV.18 apresentam-se os resultados obtidos nestas condigoes.

Tabela IV.17. Apresentacido dos resultados do estudo do limite de deteccdo e de quantificagdo, em sangue.
(Tratamento de dados alternativo.)

Substincia Equnagio R’ Erro padrao (S,,,) LD (ng/ml)  LQ (ng/ml)
Sertralina v = 0,0014x + 0,0008 _ 0,0927 0.0007 150 455
Venlafaxina y = 0,0091x + 0,0007  0,9969 0,0027 0,98 2,98
Norsertralina v = 0,0007x + 0,0000  0,9908 0,0004 1,80 5,46
Desmetilvenlafaxina y = 0,0143x - 0,0021 0,9948 0,0055 1,27 3,86

Tabela IV.18. Apresentacdo dos tesultados do estudo do limite de deteccio e de quantificacdo, em urina.
(Tratamento de dados alternativo.)

Substincia Equaco R’ Ero padrio (S,,,) LD (ng/ml)  LQ (ng/ml)
Sertralina v = 0,0033x - 0,0001 __ 0,9909 0,0017 163 5.08
Venlafaxina y = 0,0069x - 0,0001 0,958 0,0024 114 3.45
Norsertralina y = 0,0019x + 0,0003 0,9962 0,0004 0,76 2,31
Desmetilvenlafaxina | y = 0,0017x + 0,0030  0,9908 0,0010 1,89 572




Valida¢io do Método

Observa-se uma melhoria geral nos valores obtidos para LD e LQ, com maior enfase
nos metabolitos, havendo a excep¢ao da sertralina que apresenta valores mais altos em ambas
as matrizes nestas condigoes.

Verifica-se ainda que as diferengas dos declives nos dois tratamentos de dados
efectuados nao siao relevantes, o que evidencia um comportamento linear nas zonas de

concentracao abordadas.

Como se pode observar pelos trés conjuntos de resultados apresentados, o resultado
obtido ¢ funcio do método definido para a sua determinagao. Embora se pudesse,
naturalmente, testar os trés conjuntos de resultados, optou-se por avaliar os resultados
apresentados nas Tabelas IV.15 e IV.106, pois parecem evidenciar uma coeréncia de valores

por tipo de composto (composto-pai e metabolito), e para ambas as matrizes.

Em anexo, encontram-se tabelas e graficos detalhados, com valores areas, curvas de
calibragdo e respectivos tratamentos estatisticos, para cada substancia e em cada uma das

duas mattrizes.

IvV.4.2. Teste dos limites de detecgdo e quantificagao

A validagdo de um método analitico tem como finalidade transmitir confianca a quem
o aplica e a quem analisa os resultados obtidos. Deste modo, ndo basta determinar os limites
de detecgao e quantificagio, é necessario ter confianga nos valores que foram obtidos, sendo
entdo necessario testa-los. Foram testados os limites obtidos pelo método de calibragao,
tendo sido efectuados dois testes distintos, ainda que a parte experimental tenha sido em
comunhio, uma vez que o teste dos limites de quantificacdo tinha de ser quantitativo e o dos
limites de deteccao sé podia ser qualitativo, resultado das suas naturezas.

O teste quantitativo baseou-se na constru¢ao de uma curva de calibragio e em
replicados a diferentes concentragoes, enquanto que o teste qualitativo teve por fundamento
a analise dos replicados.

Tendo em conta a gama de valores obtidos para os limites de detecgao e de
quantificacdo das substancias em estudo (ver Tabelas IV.15 e 1V.16) decidiu-se testar os
limites a quatro concentracoes: 1 ng/ml, 3 ng/ml, 5 ng/mlL e 10 ng/mL. Para tal,

prepararam-se, para cada matriz, quatro conjuntos de cinco replicados independentes para
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cada concentracio, num volume de 0,5 mL cada, utilizando 50 uL de padrio interno

zolpidem-d6 a 1 pg/mL. Em paralelo, preparam-se uma curva de calibracio com 6 pontos e

os replicados por fortificagdo de amostras brancas a partir de duas misturas-padrio

preparadas em metanol a 0,01 pg/mL e 0,1 ng/mL. As concentracoes escolhidas para curva

e replicados e respectivos volumes utilizados das misturas-padrao encontram-se nas Tabelas

IV.20 e IV.21.

Tabela IV.19. Apresentacdo dos limites de deteccio e quantificacio testados, para cada substancia.

Substincia

LOD (ng/ml)  LOQ (ng/mL)

Sertralina
Venlafaxina

Norsertralina

Desmetilvenlafaxina

1
1
3

3e5
3eb
5e10
5e10

Tabela IV.20. Preparacio dos replicados para o teste dos limites de quantificacio e detecgio.

Concentragio (ng/ml.) 1 3 5 10
Volume (uL) 50 15 25 50
Conc. Sol. (ug/mL) | 0,01 0,1

Tabela IV.21. Preparacio das curvas de calibragio do teste do limite de quantificagio.

Pontos da curva de calibragio 1 2 3 4 5 6
Concentragio (ng/mL) 0,5 2 5 7 10 15
Volume (uL) 25 100 25 35 50 75
Conc. Sol. (ug/mL) 0,01 0,1

i Teste dos limites de quantificagio

Para a verificagao dos limites de quantificagdo, uma vez aplicado o procedimento de

ensaio determinou-se o coeficiente de variacao (CV%) e o erro em relacao ao valor tedrico

dos replicados. De seguida, apresentam-se sob a forma de tabelas os resultados obtidos para

cada uma das substancias individualmente.
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Tabela IV.22. Resultados do teste do limite de quantificacdo para as substancias em estudo, em sangue.

LQ Teste LQ Teste
Sertralina - SG 3 ng/mL 5 ng/mL |Norsertralina - SG 5 ng/mL 10 ng/mL
LQ= 3,11 ng/mL 3,23 4,21 |LQ= 9,05 ng/mL 3,96 9,02
3,35 4,71 4,43 8,03
3,05 4,72 4,27 7,37
2,66 4,62 4,01 8,60
3,08 4,55 4,71 11,37
Média (ng/mL) 3,07 4,56 Média (ng/mL) 4,28 8,88
Desvio Padrao (s) 0,26 0,21 Desvio Padrao (s) 0,31 1,53
CV (%) 8,52 4,55 CV (%) 7,18 17,20
Erro (%) 2,49 8,75 Erro (%) 14,46 11,23
LQ Teste LQ Teste
Venlafaxina - SG 3 ng/mL 5 ng/mL |Desmetilvenlafaxina - SG 5 ng/mL 10 ng/mL
LQ= 3,32 ng/mL 2,33 3,90 |LQ= 10,42 ng/mL 4,92 7,36
2,59 4,15 4,90 7,54
2,50 4,06 4,76 8,96
2,32 3,86 4,82 9,03
2,42 4,10 3,31 8,81
Média (ng/mL) 2,43 4,01 Média (ng/mL) 4,54 8,34
Desvio Padrao (s) 0,11 0,12 Desvio Padrao (s) 0,69 0,82
CV (%) 4,73 3,11 CV (%) 15,21 9,81
Erro (%) 18,97 19,70 Erro (%) 9,13 16,59
Tabela IV.23. Resultados do teste do limite de quantificacdo para as substincias em estudo, em utina.
LQ Teste LQ Teste
Sertralina - UR 3 ng/mL 5 ng/mL |Norsertralina - UR 5 ng/mL 10 ng/mL
LQ= 3,52 ng/mL 2,69 4,77 |LQ= 8,35 ng/mL 5,25 9,79
2,36 4,48 4,45 10,19
2,73 5,02 5,44 9,03
2,82 4,57 4,38 9,35
2,85 4,74 5,12 10,12
Média (ng/mL) 2,69 4,72 Média (ng/mL) 4,93 9,70
Desvio Padrao (s) 0,19 0,21 Desvio Padrao (s) 0,48 0,50
CV (%) 7,21 4,41 CV (%) 9,77 5,12
Erro (%) 10,29 5,67 Erro (%) 1,46 3,03
LQ Teste LQ Teste
Venlafaxina - UR 3 ng/mL 5 ng/mL |Desmetilvenlafaxina - UR 5 ng/mL 10 ng/mL
LQ= 3,04 ng/mL 3,07 5,28 |LQ= 11,42 ng/mL 5,67 11,05
3,11 5,43 3,69 11,76
3,36 5,54 5,71 11,75
2,98 5,28 5,63 12,34
3,17 5,64 5,42 12,06
Média (ng/mL) 3,14 5,44 Média (ng/mL) 5,23 11,79
Desvio Padrao (s) 0,14 0,16 Desvio Padrao (s) 0,86 0,48
CV (%) 4,57 2,94 CV (%) 16,54 4,07
Erro (%) 4,59 8,72 Erro (%) 4,52 17,91
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Os limites de quantifica¢ao testados sio validos, uma vez que todas as substancias
apresentam valores para o coeficiente de variacio (CV%) e para o erro em relagdo ao valor

tedrico inferiores a 20%.

ii. Teste dos limites de detecgio
Para a verificagio dos limites de deteccao, foram aplicados os critérios de
positividade tomados e descritos no estudo da especificidade e selectividade, usando o ponto
da curva de calibracio a 5 ng/mL como controlo. Os resultados do estudo da positividade
dos replicados relativos ao critério de tempo de retengao relativo encontram-se nas Tabelas

1V.24,1V.25,1V.26 e 1V.27

Tabela IV.24. Tempos de retencido relativos (TRR) das substincias em cada um dos replicados, na

verificagdo dos LD em sangue.

1A 1B 1c 1D 1E
Sertralina 2,836 2,856 2,856 2,856 2,856
Venlafaxina 1,243 1,252 1,252 1,252 1,252

3A 3B 3C 3D 3E
Norsertralina 2,763 2,763 2,770 2,743 2,777
Desmetilvenlafaxina 0,547 0,554 0,547 0,543 0,547

Tabela IV.25. Diferenca relativa entre o TRR de uma dada substincia na amostra e no controlo, na

verificagdo dos LD em sangue.

1A 1B 1C 1D 1E
Sertralina 1,180 0,469 0,469 0,469 0,469
Venlafaxina 1,429 0,719 0,719 0,719 0,719
3A 3B 3C 3D 3E
Norsertralina 0,719 0,719 0,461 1,429 0,202
Desmetilvenlafaxina 0,719 0,587 0,719 1,429 0,719

Tabela IV.26. Tempos de retencdo relativos (TRR) das substincias em cada um dos replicados, na

verificagdo dos LD em urina.

1A 1B 1c 1D 1E
Sertralina 2,771 2,771 2,771 2,771 2,771
Venlafaxina 1,236 1,243 1,236 1,236 1,236

3A 3B 3C 3D 3E
Norsertralina 2,681 2,681 2,681 2,681 2,681
Desmetilvenlafaxina 0,576 0,576 0,576 0,576 0,576




Validagao do Método

Tabela IV.27. Diferenca relativa entte o TRR de uma dada substincia na amostra ¢ no controlo, na

verificacao dos LD em urina.

14 1B 1C 1D 1E
Sertralina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Venlafaxina 0,00 0,56 0,00 0,00 0,00

3A 3B 3C 3D 3E
Norsertralina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Desmetilvenlafaxina 1,22 1,22 1,22 1,22 1,22

O critério de tempo de retencdo relativo foi sempre cumprido para as quatro

substancias e nos varios replicados, para ambas as matrizes.

Nas tabelas seguinte encontram-se as transi¢oes idnicas seleccionadas para cada

substancia e o respectivo intervalo de tolerancia tendo por base a Tabela IV.5 e as areas

relativas obtidas no controlo escolhido.

Tabela IV.28. Transicoes idnicas seleccionadas para cada substincia e respectivo intervalo de tolerancia, na

verificagdo dos LD em sangue.

Substincia Transi¢ées ionicas Tolerincia

1* Transigdo 2* Transigdo Minima Maxima
Sertralina 306 > 159,1 306 > 275 56,86 76,86
Nortsertralina 292 > 275 292> 159 30,79 46,19
Venlafaxina 278,1 > 57,8 278,1 > 260,3 49,18 69,18
Desmetilvenlafaxina 264,1 > 246,3 264,1 > 107 33,72 50,58

Tabela IV.29. Transicoes ionicas seleccionadas para cada substincia e respectivo intervalo de tolerancia, na

verificacdo dos LD em urina.

Substincia Transigoes ionicas Tolerincia

1* Transi¢do 2* Transigdo Minima Maxima
Sertralina 306 > 159,1 306 > 275 57,77 77,77
Norsertralina 292 > 275 292 > 159 46,80 66,80
Venlafaxina 278,1 > 57,8 278,1 > 260,3 60,57 80,57
Desmetilvenlafaxina 264,1 > 246,3 264,1 > 107 43,05 63,05
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Os resultados do estudo da positividade dos replicados relativos ao critério das areas

relativas das transicdes id6nicas encontram-se nas Tabelas IV.30 e IV.31.

Tabela IV.30. Areas relativas das transigSes i6nicas das respectivas substancias, na verificagdo dos
LD em sangue.

1A 1B 1c 1D 1E
Transicdo
Sertralina 306 > 159,1 58,50 73,04 59,60 56,92 73,48
Venlafaxina 278,1 > 57,8 63,70 67,84 64,99 67,06 58,68
3A 3B 3C 3D 3E
Transigdo
Norsertralina 292 > 275 49,09 406,10 37,08 33,13 44,71
Desmetilvenlafaxina 264,1 > 2463 37,64 49,39 49,65 43,89 48,06

Tabela IV.31. Areas relativas das transicoes ionicas das respectivas substancias, na verificagdo dos
LD em urina.

1A 1B 1c 1D 1E
Transicdo
Sertralina 306 > 159,1 66,60 71,25 75,76 73,59 71,87
Venlafaxina 278,1 > 57,8 77,85 78,58 75,69 79,70 75,25
3A 3B 3C 3D 3E
Transicdo
Norsertralina 292 > 275 55,03 56,46 56,04 49,69 57,49
Desmetilvenlafaxina 264,1 > 246,3 56,26 58,90 56,88 61,44 59,73

As Tabelas IV.32 e IV.33 retinem os resultados obtidos no estudo da positividade na

verificagdo dos limites de detec¢do em sangue e urina, respectivamente.
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Tabela IV.32. Resultados obtidos no estudo da positividade no teste dos limites de detecgdo em sangue.

Andilise dos Replicados

Coédigo da amostra
1A
1B
1C
1D
1E
3
3B
3C
3D
3E

Resultado
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Percentagem de Falsos Negativos

Observacdes

Limite de detec¢ao estudado para a Sertralina e

Venlafaxina.

Limite de detec¢ao estudado para a Norsertralina

e Desmetilvenlafaxina.

0%

Tabela IV.33. Resultados obtidos no estudo da positividade no teste dos limites de detec¢io em urina.

Andilise dos Replicados

Coédigo da amostra
12
1B
1C
1D
1E
32
3B
3C
3D
3E

Resultado
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Percentagem de Falsos Negativos

Observacgoes

Limite de detecgao estudado para a Sertralina e

Venlafaxina.

Limite de detec¢ao estudado para a Norsertralina

e Desmetilvenlafaxina.

0%
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Os limites de detec¢ao estudados siao tidos como validos quando a positividade das
amostras for constatada em pelo menos 90% dos casos. A percentagem de falsos negativos ¢é
de 0% para ambas as matrizes, pelo que os limites de detecgao verificados podem ser aceites

com confianca.

IV.5. Linearidade/Gama de trabalho

A linearidade da gama de trabalho deve ser testada, o que ndo é mais do que
assegurar que a resposta analitica obtida ¢ directamente proporcional a concentra¢io do
analito. O tratamento dos dados obtidos ¢ geralmente efectuado através de uma ferramenta
estatistica de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. A comprovacio da
linearidade ¢é feita com a concordancia simultanea de varios critérios: o coeficiente de
correlagio quadrado deve ser superior a 0,99; a ordenada na origem deve ser
estatfsticamente igual a zero, tendo em consideragdo um intervalo de confianca de 95%;
devem ser eliminados pontos aberrantes cujo desvio residual seja superior ao dobro do erro
padrio estimado no estudo da regressao para as curvas de calibragao, através da analise dos

’ . . 3()
graficos dos valores residuais.””

Para efectuar este estudo foi construida uma curva de calibragio com quinze niveis
de concentracio, disttibuidos entre 1 e 1000 ng/ml., por fortificacio de aliquotas de 0,5 mL
de sangue branco e branco de urina, a partir de quatro misturas-padrao preparadas em
metanol a 0,01 ng/mL, 0,1 pg/mL, 1 ng/mL e 10 pg/ml. As concentra¢des escolhidas para
os pontos da curva de calibracio e os respectivos volumes utilizados das misturas-padrao
encontram-se na Tabela IV.34. Utilizou-se uma solu¢iao metandlica de zolpidem-d6 1 ug/mlL
como padrio interno, com um volume utilizado de 50 uL. (concentragao final nas amostras:

100 ng/mL).
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Tabela IV.34. Preparacio da curva de calibracdo do estudo de linearidade e gama de trabalho.

Pontos da Carva de Calibragio Concentracao ~ Volume — Concentracao Mistura-Padrao
(ng/ mL) (1) (ug/mL)
1 1 50 0,01
2 5 25
0,1
3 10 50
4 50 25
5 100 50
6 150 75 1
7 200 100
8 250 125
9 300 15
10 400 20
11 500 25
12 600 30 10
13 700 35
14 800 40
15 1000 50

Apbs a aplicagdo do procedimento de ensaio, as curvas obtidas foram analisadas,

pelos critérios indicados.

Nas tabelas IV.35 e IV.36 apresentam-se, sob forma de tabelas, resumos dos

resultados obtidos para o estudo da linearidade das substancias em estudo, em sangue e

urina.

Tabela IV.35. Apresentacio dos resultados do estudo da linearidade e gama de trabalho, em sangue.

Substincia Equacio

Sertralina y = 0,0011x — 0,0015
Venlafaxina y = 0,0055x + 0,0591
Norsertralina y = 0,0006x — 0,0049

Desmetilvenlafaxina | y = 0,0023x + 0,0273

Erro padrio
R?
(S
0,9998 0,0044
0,9995 0,0328
0,9992 0,0057
0,9987 0,0268

Int. de intercepgio da

ordenada na origem Gama

Linear
95% inf. 95% sup.

-0,00455 0,00425 1-800
-0,01522 0,0529 1-800
-0,00979 0,00182 1- 800
-0,00052 0,05503 1-800
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Tabela IV.36. Apresentacio dos resultados do estudo da linearidade e gama de trabalho, em urina.

Erro Int. de intercepgio da
Substancia Equacgio R? padrio ordenada na origem Gama
Linear

G osohinf.  95% sup.

Sertralina y = 0,0022x + 0,0181 00,9982 0,0289 -0,01063 0,04679 1-800
Venlafaxina y = 0,0050x + 0,0266  0,9997 0,0276 -0,00754 0,06562 1-800
Norsertralina y = 0,0017x + 0,0100  0,9983 0,0222 -0,01222 0,03225 1-800
Desmetilvenlafaxina y = 0,0007x — 0,0052  0,9991 0,00061 -0,00150 0,01187 1-800

A analise das substancias em estudo provou que o método é linear no intervalo de
concentracoes 1 — 800 ng/ml,, tanto em sangue como em urina. Esta gama linear adequa-se
a determinagao destas quatro substancias, uma vez que abrange as gamas terapcuticas e se
prolonga para concentragées mais elevadas, permitindo a determinagdo de uma vasta gama
de concentracbes toxicas.

Em anexo, encontram-se tabelas e graficos detalhados, com valores de areas, curvas
de calibracio e respectivos tratamentos estatisticos, para cada substancia e em cada uma das

duas matrizes analisadas.

IV.6. Precisao

A precisio exprime o grau de variagio entre uma série de medi¢des obtidas de
multiplas amostragens da mesma amostra, sob as mesmas condi¢Ges. A precisio pode ser
considerada a trés niveis: repetibilidade, precisio intermédia e exactidao. Estes trés niveis de

precisio foram estudados e considerados para a validagio do método.""

IvV.6.1. Repetibilidade
A repetibilidade de um método traduz a precisio obtida sob iguais condigoes
operativas, ao longo de um curto intervalo de tempo. Tem igualmente vindo a ser

. [ . [39
denominada por precisio intra-ensaio.™
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Este parametro foi avaliado em simultaneo com o primeiro dia do estudo da precisao
intermédia (ver parametro de validagdo seguinte). Foram entido analisadas a curva de
calibragiao do estudo paralelo e cinco replicados independentes, preparados por fortificagao
de amostras brancas a trés gamas de concentragio (50 ng/mlL, 200 ng/mL e 500 ng/mL),
com misturas-padrio a 1 pg/mL e 10 pg/mL. Uma solu¢io metandlica de zolpidem-d6 a 1
ug/mL foi utilizada como padrio interno, num volume utilizado de 50 pL (concentragio
final nas amostras de 100 ng/mL).

Uma vez aplicado o método obtiveram-se as areas relativas (AR) e os TRR para cada
substancia, em cada replicado, e calculou-se a média, o desvio padrio (s) e o coeficiente de
variagdo (CV%). De seguida apresentam-se, sob a forma de tabelas, resumos dos resultados

obtidos para cada uma das substancias.

Tabela IV.37. Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade em sangue.

Sertralina Norsertralina Venlafaxina Desmetilvenlafaxina
) TRR AR TRR AR TRR AR TRR AR
50 ng/mL 05 45 0,5 10,1 0,4 8,3 0,4 0,9
5
% Q\Z/ 200 ng/mL 0,4 8,3 0,3 6,4 0,5 5,1 0,9 3,7
% -g 500 ng/mL 0,5 3,2 0,5 3,4 0,4 2,8 1,0 2,5
o >

Tabela IV.38. Resumo dos resultados obtidos no estudo da tepetibilidade em utina.
Sertralina Norsertralina Venlafaxina Desmetilveniafaxina

TRR AR TRR AR TRR AR TRR AR

3 8 50 ng/mL 04 4.4 0,4 10,1 0,4 8,2 1,2 12,6
L o
g =
8 § 200 ng/mL. 0,8 4,0 0,8 9,9 0,5 8,3 1,7 73
g £
o =

500 ng/ml. 0,6 50 0,6 55 0,6 32 1,5 9,9

>

Do estudo das areas relativas, verifica-se que se obtiveram CV (%) inferiores a 10%
para as gamas alta e média e a 20% para a gama baixa. Quanto aos tempos de retengao
relativos, os valores obtidos para o CV (%) foram sempre inferiores a 1%, com excepcao da
desmetilvenlafaxina em urina.

Em anexo, encontram-se tabelas e graficos detalhados, com valores de areas, curvas
de calibragdo e respectivos tratamentos estatisticos, para cada substancia em cada uma das

duas matrizes individualmente.
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IV.6.2. Precisdo intermédia

A precisio intermédia expressa as variagoes intra-laboratoriais, podendo-se resumir a
precisio total, sob variadas condigdes.”"! O estudo deste parametro deve ser feito alterando o
maximo de variaveis possiveis. Neste caso, o estudo foi efectuado em cinco dias nio-
consecutivos (com preparacao de cinco curvas de calibracao), com condi¢oes climatéricas
distintas, onde se variaram as solucbes preparadas, lotes de reagentes, tipo de pipetas
(variaveis ou fixas), extractor, misturas-padrao preparadas e amostras brancas. Para além
destas alteracOes intencionais, tém de ser tidas em conta pequenas variacOes intrinsecas a
rotina de um laboratério, como por exemplo o tempo de secagem das colunas, pureza do
azoto no passo de evaporacdo, as condi¢des do material de vidro usado ou as alterages
associadas ao funcionamento do equipamento de UPLC-MS/MS, entre muitas outras. Vatios
autores recomendam ainda a alteragao de equipamentos usados e de analistas, o que, pela

natureza deste projecto nao foi realizado.

Como foi ja referido, a precisio intermédia foi estudada através da preparacao de
curvas de calibragao em 5 dias diferentes. Paralelamente a cada curva, foram preparados trés
controlos a niveis diferentes de concentragio e em triplicado (50 ng/mL, 200 ng/ml. e 500
ng/mL). Curvas e controlos foram preparados por fortificacao de amostras brancas (0,5 mL)
com misturas-padrio a 0,1 pg/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mlL, em metanol. Utilizou-se como
padrio interno uma solu¢do metanodlica de zolpidem-d6 a 1 pg/mlL, tendo sido utilizado um
volume de 50 pl..

As concentragdes escolhidas para os pontos das curvas de calibrag¢do e os respectivos

volumes utilizados das misturas-padrao encontram-se na tabela I'V.39.
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Tabela IV.39. Preparacio da

cutva de calibragdo e controlos no estudo da precisio intermédia e

exactiddo.

Pontos da curva de calibragdo 1 2 3 4 5 6 7
Concentracio (ng/mlL) 10 20 50 100 200 500 800
Volume (uL) 50 100 25 50 100 25 40
Conc. Mistura Padrio (ug/mlL) 0,1 1 10
Concentragdo Controlos (ng/mL) 50 200 500
Volume (uL) 25 100 25

Conc. Mistura Padrio (ug/mL) 1 10

Uma vez aplicado o procedimento de ensaio

os resultados deste estudo foram

tratados por aplicagdo da ferramenta ANOVA (factor unico), através da qual podem ser

extrafdas estimativas da repetibilidade e da precisio intermédia. As expressoes utilizadas sdo

as seguintes:

Tabela IV.40. Tabela ANOVA (factor dnico).

Fonte Meédia Quadritica (MQ) Graus de liberdade
n¥p (% — %) p—1
MSyyn =
Entre grupos p—1
—\2 _
MS.. = ?le?zl(xij - x[) p(n 1)
Dentro de grupos r= (1 —1)
Total pn—1

onde:

e p ¢ o nimero de sequéncias de cada nivel de concentragio (uma sequéncia para

cada dia),

e 1 é o numero de replicados em cada sequéncia
bl
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® Xx;j representa um replicado individual (replicado j) obtido na sequéncia i,
e X, representa a média de n replicados obtidos na sequéncia I,

® X ¢a média das médias de p sequéncias.

Tabela IV.41. Calculo das estimativas da precisio.

Precisao Expressao
Sy ={MS
Repetibilidade " "

S _ MSyyn — MS,
Precisao entre corridas run n

N (51?) + (Srgun)

Precisao intermédia

O comportamento do desvio padrio e do coeficiente de variagiao foram estudados ao

longo da gama de trabalho:

e Se o desvio padrio for aproximadamente constante ao longo da gama de
concentragao, pode ser estimado o desvio padrao como o valor calculado por analise
de todos os resultados obtidos ao longo da gama de trabalho. E aplicado o teste F
para testar a homogeneidade de variancias.

e Se o coeficiente de variagao for aproximadamente constante ao longo da gama de

trabalho, ¢ aplicada a equacgdo seguinte para calcular um coeficiente de varia¢do

ponderado.

27 (i = 1 x cv2)
Z?zl(ni - 1)

CVpool =

onde:
o p é o nimero de niveis de concentracdo estudados,

o né o numero de replicados em cada nivel de concentragio.

e Se, simultaneamente, o desvio padrio e o coeficiente de variagio nao forem
constantes ao longo da gama de trabalho, deve ser reportado, para cada gama de

trabalho o respectivo desvio padrao.
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De seguida apresentam-se sob a forma de tabelas resumos dos resultados obtidos no

estudo da precisio intermédia.

Tabela IV.42. Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisio intermédia em sangue.

Concentragio (ng/mL)
—— — Recuperacao  Repetibilidade Precisao entre Precisao  C1/
Vrdodeis Obride (%) ) Sequéncias (S,,)  Intermédia (%)
50 50,3 100,6 0,8 0,2 0,8 1,0
Sertralina 200 200,2 100,1 48 29 5,6 2,0
500 499,5 99,9 3,8 8,8 9,6 1,8
50 49,9 99,7 0,9 2,6 2,8 54
Norsertralina 200 196,4 98,2 6,0 8,0 9,9 44
500 505,6 101,1 6,7 6,0 9,0 1,4
50 49,0 98,0 2,1 0,4 2,1 2,6
Venlafaxina 200 205,4 102,7 4,9 49 6,9 2,8
500 499,2 99,8 9,4 4,7 10,5 1,4
50 48,2 96,4 2,2 0,8 2,4 3,2
Desmetilvenlafaxina 200 204,0 102,0 5,9 1,2 6,0 1,8
500 502,5 100,5 83 49 9,7 1,4

Tabela IV.43. Resumo dos resultados obtidos no estudo da precisio intermédia em utina.

Concentragdo (ng/mL)
Vi Vi Recuperacao  Repetibilidade Precisao entre Precisao cV
(%) ) Sequéncias (S,,)  Intermédia (%)
Verdadeiro ~ Obtido
50 49,8 99,7 1,0 2,8 3,0 5,8
Sertralina 200 196,5 98,2 8,7 49 10,0 3,6
500 499,0 99,8 6,8 12,9 14,5 2,7
50 49,5 99,1 1,2 2,7 3,0 5,7
Norsertralina 200 197,7 98,9 10,1 5,1 11,3 3,9
500 494.6 98,9 8,7 3,0 9,2 1,2
50 48,7 97,4 1,4 3,1 3,4 6,6
Venlafaxina 200 205,9 102,9 7,6 9,9 12,5 5,3
500 501,5 100,3 7,7 8,7 11,6 1,9
50 48,9 97,9 1,7 0,4 1,7 2,2
Desmetilvenlafaxina 200 201,5 100,7 8,8 13,4 16,1 7.1
500 489,4 97,9 6,9 10,4 12,4 2,3
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A avaliagao deste parametro requer o calculo do coeficiente de variacio, tendo este
de apresentar valores inferiores a 20%. Esta condi¢do foi cumprida, sendo que os
coeficientes de variagao obtidos nunca ultrapassaram os 7,1%.

Em anexo, encontram-se tabelas e graficos detalhados, com valores areas, curvas de
calibragdo e respectivos tratamentos estatisticos, para cada substancia em cada uma das duas

matrizes individualmente.

IV.6.3. Exactidao

A exactidao exprime a proximidade entre um valor aceite como sendo verdadeiro e o
resultado obtido na medi¢do, sendo por vezes denominado por veracidade. A exactiddao de
um método ¢ calculada como percentagem de recuperacio da concentragio conhecida do
analito adicionada a amostra. Este parametro é afectado por erros aleatérios (precisao) e
erros sistematicas (Bzas), porém a exactidio ¢ comummente associada apenas com erros
sistematicos.

Este parametro pode ser avaliado com recurso a materiais de referéncia certificados
(MRC), com a participagao em ensaios inter-laboratoriais ou com a realizagdo de ensaios de
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recuperacao.

A grandeza principal a determinar neste estudo ¢ a percentagem de recuperacao de
método (a razdo entre o valor observado e o valor esperado), de forma a investigar a
existéncia de erros sistematicos, definir factores de correccido e, se trelevante, estimar a
incerteza associada a recuperacao do método Ug como dado de entrada do procedimento de
calculo de incertezas. Através dos resultados obtidos a partir da experiéncia de avaliagdo da
precisdo intermédia, pode-se proceder ao calculo do Ug utilizando as equagdes apresentadas

de seguida.

R, = Cops E:Z?ﬂRL i _|1—R]
Crort p P Uyr
S U 1-R 2
_ _ Z0bs %R (Uyp)? + (——
Uyr = Ur=—5 R ( K )
Vn R Ug = n
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sendo que:

o Spps ¢ o desvio padrao de p valores de R; obtidos em condi¢des de precisao

intermédia,

o R; éarecuperacio média de n replicados obtidos em condic¢des de repetibilidade,

O tcrit € o valor critico bi-caudal para p — 1 graus de liberdade num intervalo de

confianca de 95%.

Para cada nivel foi aplicado um teste estatistico de forma a averiguar se a recuperagiao

média ¢ significativamente diferente de 100%:

® Se lgyp < tcrit, entdo R ndo € significativamente diferente de 100% e Ug

calculado com base na primeira equagao.

é

® Se tgxp > terit, entdo R € significativamente diferente de 100%. Quando nao sio

introduzidos factores de correccio, Ui ¢ calculado de acordo com a segunda

equacdo. Neste caso, a incerteza é aumentada de forma a contemplar este factor

adicional de incerteza.

Nas tabelas seguintes apresentam-se resumos dos resultados obtidos relativos ao

estudo da exactidao.

Tabela IV.44. Resumo dos resultados obtidos no estudo da exactidio em sangue.

50 ng/ ml. 200 ng/ ml. 500 ng/ ml.
Sertralina 100,6 100,1 99,9
Norsertralina 99,7 98,2 101,1
Venlafaxina 98,0 102,7 99,8
Desmetilvanlafaxina 96,4 102,0 100,5

Tabela IV.45. Resumo dos resultados obtidos no estudo da exactiddo em urina.

50 ng/ ml. 200 ng/ ml. 500 ng/ ml.
Sertralina 99,7 98,2 99,8
Norsertralina 99,1 98,9 98,9
Venlafaxina 97,4 102,9 100,3
Desmetilvanlafaxina 97,9 100,7 97,9
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Os valores obtidos para as taxas de recupera¢io encontram-se no intervalo de
valores, definido por uma margem de erro de 20%, que varia entre 80% e 120%. Mais, a
relagio tgyp < Lepe foi sempre verificada, pelo que em caso algum a exactiddo ¢

estatisticamente diferente de 100%. Conclui-se, assim, a auséncia de erros sistematicos.

Em anexo, encontram-se tabelas e graficos detalhados, com valores areas, curvas de
calibragio e respectivos tratamentos estatisticos, para cada substancia em cada uma das duas

mattizes individualmente.

IV.7. Efeito matriz

O efeito matriz ¢ das principais causas de erros em andlises bioanaliticas. Com o
aumento da sensibilidade do equipamentos laboratoriais, este problema tem vindo a
aumentar de importancia.! A tecnologia de LC-MS/MS (e tecnologias variantes) ¢é
susceptivel ao chamado efeito matriz, o qual afecta a precisio, exactidao e robustez do
método. Este efeito é comummente tido como a diferenca entre a resposta obtida pelo
espectréometro de massa para um dado analito numa solugdao-padrio e a resposta dada pelo
mesmo num extracto resultante da mattiz biolégica, nas mesmas condi¢es analiticas.” O

efeito matriz advém da co-eluicdo de componentes da matriz com os analitos de interesse,

sendo que a presenga destes resulta na supressiao ou intensificacao iénica.

A matriz traduz-se em todos os componentes presentes numa amostra, para além das
substancias de interesse. Na maioria das vezes, as componentes de matriz sao removidas
através de processos de limpeza inseridos na metodologia analitica. Os processos de limpeza
de amostras mais comuns sio a precipitacio de proteinas, extrac¢do liquido-liquido e
extrac¢do em fase sélida.

As fontes de efeitos matriz mais comuns sio!"

e Componentes endogenos da matriz (e.g. lipidos, proteinas),

e Componentes exoégenos da matriz, introduzidos durante a analise (eg. excipientes,

anti-coagulantes),
e Produtos de degradagao dos analitos (eg. resultantes da termolabilidade, pH),

e Impurezas,
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e LigacGes matriciais dos analitos (eg sertralina apresenta forte afinidade por ligagcdes
proteicas),
e Solventes e aditivos usados em L.C,

e Outras compostos e metabolitos.

O efeito matriz depende das carateristicas fisico-quimicas do analito (eg conpostos
mais polares tendem a apresentar maior efeito matriz). O mecanismo exacto dos efeitos
matriz nao é ainda conhecido, tornando-o dificil de controlar/prever, pelo que o analista
pode apenas tentar diminuir os efeitos de forma empirica. Melhorias podem ser atingidas
com a alteracio do passo de limpeza das amostras (eg alteragao dos solventes usados,
variagio do tempo e condi¢oes de secagem das colunas), condigdes de preparagao das
amostras (e.g. variagdo do pH) e da analise cromatografica.

Sao conhecidos dois métodos de avaliacao do efeito matriz: 0 método de infusio em
coluna e o método de fortificagio pds-extraccao. Estas duas metodologias diferem nos
resultados obtidos, uma vez que o primeiro nos fornece apenas uma avaliagao qualitativa do
efeito matriz, enquanto o segundo estabelece um estudo quantitativo do mesmo. O método
de fortificagdo pos-extracgao baseia-se na definicdo ja apresentada do efeito matriz,
comparando assim respostas obtidas de amostras bioldgicas fortificadas e solu¢oes-padrao.

Esta defini¢ao pode ser traduzida pela seguinte relagdo matematica:

AC/Matriz

%EM = —1|x100

AS/Matriz
onde:
*  A¢/Matriz — média das dreas absolutas obtidas para o ido pico base das amostras
fortificadas ap6s a aplicacao do procedimento extractivo,
*  Ag/Matriz — média das dreas absolutas obtidas para o ido pico base das amostras

preparadas a partir da fortificacdo de solvente de elui¢ao.

O estudo deste parametro torna-se interessante neste trabalho por ser efectuado com
recurso a uma tecnologia tio sensivel como é o UPLC-MS/MS, e por se tratar de um estudo
comparativo entre duas matrizes. Torna-se assim pertinente avaliar quantitativamente o

efeito matriz intrinseco a estas duas matrizes biologicas.
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A fim de determinar o efeito matriz associado a sangue e urina neste método, foram
preparados dois conjuntos de cinco amostras brancas (0,5 mL), aos quais foi aplicado o
procedimento extractivo. Apds a eluicdo, cada conjunto foi fortificado com uma de duas
gamas de concentracio: 50 ng/mlL e 500 ng/mL. Em paralelo, fortificaram-se dois conjuntos
de cinco tubos com as concentragdes ja indicadas, onde se tinham previamente colocado 2
mL do solvente de elui¢do. A adigdo de padrio interno foi feita posteriormente a todas as

fortificacdes, sendo adicionado um volume de 50 pL de zolpidem-d6 a 1 pug/mlL.

Uma vez aplicado o método, determinou-se quantitativamente o efeito matriz,

encontrando-se seguidamente, sob forma de tabelas, resumos dos resultados obtidos.

Tabela IV.46. Resumo do estudo do efeito matriz em sangue da cavidade cardiaca.

Efeito Matriz (Y%oEM)
50 ng/mlL 500 ng/mlL
Sertralina -98 -99
Norsertralina -98 -99
Venlafaxina -45 -80
Desmetilvenlafaxina -48 74
Zolpidem-d6 -31 -70

Tabela IV.47. Resumo do estudo do efeito matriz em urina.

Efeito Matriz (YoEEM)

50 ng/mL 500 ng/mL
Sertralina -75 -80
Norsertralina =77 -79
Venlafaxina -75 -74
Desmetilvenlafaxina -93 -86
Zolpidem-d6 =77 -80

Os valores negativos obtidos no estudo do efeito matriz sao indicativos de que, nas
condig¢oes deste estudo, o efeito matriz resulta em efeitos de supressiao idnica. Nos graficos a

seguir postos, tomam-se os valores absolutos.
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Grafico IV.1. Representac¢io grafica dos resultados obtidos do estudo do efeito matriz, a concentragio
de 50 ng/mL.
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Grafico IV.2. Representacio grifica dos resultados obtidos do estudo do efeito matriz, a
concentracio de 500 ng/mlL..
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Tendo em conta as propriedades fisico-quimicas das substancias em estudo, e as
caracterfsticas das matrizes bioldgicas utilizadas para o estudo deste parametro, alguns dos
resultados obtidos eram sem dudvida esperados.

Um dos aspectos que mais sobressai ¢ o destaque que a sertralina e norsertralina
assumem em sangue da cavidade cardiaca, em ambas as gamas de concentragao. Este ja era
esperado, uma vez que a sertralina apresenta uma afinidade muito forte por ligagdes proteicas
no plasma (98%), o que leva a uma maior co-eluicio de componentes da matriz, muito
provavelmente proteinas a que a sertralina e norsertralina se encontram ligadas. Em
contrapartida, nao eram esperados valores de supressio idnica tido elevados para a
venlafaxina e seu metabolito em sangue da cavidade cardiaca a concentracOes da gama alta,
uma vez que este composto apresenta pouca afinidade por ligagdes proteicas (27%).

Por serem mais polares, eram ja esperados valores mais elevados para a supressao
i6nica dos metabolitos, em comparacdo com os compostos que lhes dao origem. A
desmetilvenlafaxina apresenta um comportamento dentro do esperado, pela sua natureza
polar e por ter pouca afinidade por ligagdes protéicas.

Tal como também era esperado, a urina apresenta comportamento médio estavel. F
de notar ainda o aumento da supressiao i6nica em sangue cardiaco em concentragdes mais

elevadas, podendo indicar que este factor dependa da concentragao.

As interac¢Oes da matriz podem variar significativamente entre amostras biologicas
do mesmo tipo, colocando-se a hipétese de poder haver diferenca do efeito matriz entre
amostras de sangue da cavidade cardiaca e de sangue periférico, por exemplo. Sendo estes
dois tipos de amostras utilizadas na rotina de analises de um laboratério de toxicologia
forense, teria sido indicado o estudo deste parametro de validagdo em sangue periférico, a

fim de enriquecer a comparagao ja efectuada.

Deste estudo conclui-se que é da maior importancia a preparagdo de curvas de
calibragio e prepara¢io de controlos em matriz biolégica semelhante a das amostras a

analisar.
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IV.8. Robustez

A robustez de um método traduz a sensibilidade deste face a pequenas variacOes
provenientes da rotina diaria laboratorial. Um método é tido como robusto quando nao
apresenta variagoes significativas dos resultados, resultantes destas alteragdes. A robustez de

um método analitico atribui-lhe credibilidade e confianca nos seus resultados.

Durante todo o procedimento de validagio foram introduzidas naturalmente
pequenas variagdes no decurso do normal funcionamento do laboratério que permitiram
avaliar a robustez do método. Nomeadamente, pequenas alteragbes de pH, temperatura
ambiental, composicio da fase moével, lote de reagentes, desgaste de colunas analiticas,
manuten¢ao do equipamento, entre outros. Para além destas alteragdes comuns, sio ainda de
notar as seguintes variagcdes efectuadas no decorrer do processo de validagao:

e Alteracao do fluxo do cone de fragmentagao

e Alteragao das temperaturas dessolvatacao e da fonte

e Mudanca da coluna analitica utilizada

e Manutencio externa do equipamento

e Mudangca de filtros e linhas de solventes do equipamento

e Alteracao do volume de reconstituicao

Algumas destas alteragoes foram feitas a meio do estudo da precisao, onde nao se
notaram mudangas significativas nas respostas dos analitos. As restantes também nao
demonstraram efeitos significativos que afectassem os parametros de precisao e exactidao e a
capacidade de identificagdo do método, pelo que o método apresentado e validado pode ser

tido como robusto.
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Apbs o desenvolvimento e validacio do método analitico apresentado, este trabalho
nunca poderia ficar completo sem a aplicacio do mesmo a amostras de casos reais. Assim,
foram estudados nove casos reais afim de demonstrar a utilidade em toxicologia forense do
método validado. Os casos escolhidos destacaram-se pela historial da vitima ou pelas
elevadas concentracdes dos analitos de interesse, previamente determinadas pelo SQTF-DC.
Apenas foram escolhidos casos com amostras de sangue periférico e urina disponiveis. A
metodologia de analise aplicada a estas amostras foi a descrita no Capitulo III, sec¢io 3.
Todas as condi¢oes apresentadas nesse ponto foram mantidas e reproduzidas a fim de este

setr um teste 20 ensaio validado.

O grande obstaculo encontrado nesta fase do projecto foi a escassa informagao que
acompanha cada caso. Esta é uma grande dificuldade sentida na rotina de um laboratério de
toxicologia forense, pois muitas vezes esta informacgao justifica ou complementa resultados

menos comuns.

Note-se que, tal como foi anteriormente explicado, as conclusdes que se podem tecer
a partir das concentragdes determinadas em amostras de urina nido sdo tdo lineares ou

directas como a interpretacao de resultados em amostras de sangue.

Para além disso, os resultados e a discussdo apresentados nio deverdo ser tomados
com caracter vinculativo ou conclusivo, mas apenas como um exercicio especulativo guiado

por conclusdes logicas e o conhecimento cientifico apresentado ao longo deste trabalho.

Para a determinac¢dao dos compostos em estudo nas amostras em questao, analisaram-
se amostras dilufdas e ndo-diluidas. O factor de diluicio associado a cada caso foi escolhido
tendo em conta a concentracio previamente determinada pelo SQTF-DC e a gama de

trabalho linear validada (1 — 800 ng/mL).
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Tabela V.1. Resumo dos casos reais estudados, com as concentracoes dos analitos em estudo determinadas em
sangue e ufina.

Cone. Sangne Cone. Urina
Caso | Sexo  ldade  Etiologia médico-legal presumida Substincia
(ng/ mL) (ng/mL)

1 M 44 Suicidio (intoxicacao) SER/NSR 1248/717 -/-

2 F 77 Suicidio (lesdo traumatica) VEN/DMV  1205/1272 5185/-

3 M 47 Suicidio (afogamento) VEN/DMV 899/198 10165/5764
4 M 77 Suicidio (asfixia mecanica) VEN/DMV 528/951 4616/18780
5 F 60 (Afogamento) SER/NSR  4616/18780 518/633
6 M 54 Suicidio (lesdo traumaitica) SER/NSR 310/18 1272/1529
7 F 62 - SER/NSR 1126/2946 146/670
8 F 74 - VEN/DMV 767/- 585/14

9 M 40 - VEN/DMV  2095/3355 -/95924
e Casol

Um homem de 44 anos foi encontrado morto em sua casa, suspeitando-se de suicidio
por intoxicacdo severa. Era-lhe conhecida a medicagao de nimesulide e estazolam. Junto ao
cadaver foram encontradas nove embalagens de medicamentos, para além da medicacdo
conhecida, incluindo uma embalagem de sertralina. Foi encontrado o diario da vitima, onde
acusava o seu irmao de o envenenar com remédio para as pulgas e carragas. Foram enviados

para analise dois liquidos nio identificados encontrados em garrafoes.
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A triagem de pesticidas feita aos dois liquidos nao identificados foi negativa. Das
analises as matrizes bioldgicas disponiveis, nio foi confirmada a presenca de alcool, mas
foram identificados THC-COOH (8 ng/mL), estazolam (1571 ng/mL), diazinio e sulfotep

(pesticidas), e sertralina.

Foram determinadas no sangue as concentra¢oes de 1248 ng/ml. e 717 ng/mlL para
a sertralina e norsertralina, respectivamente. Na urina nao foi confirmada a presenca de

nenhum dos dois compostos.

Figura V.1. Cromatograma obtidos na amostra de sangue, no caso 1: MRM da sertralina (dois de cima), da
norsertralina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).

Em primeira instancia, a auséncia de sertralina e do seu metabolito activo em urina
sao indicativos de que a morte do sujeito tera ocorrido menos de 26 h apoés a exposicao a
sertralina, tempo de semi-vida do composto. Por outro lado, a concentragao de sertralina
determinada ultrapassa a gama terapcutica do composto em cerca de seis vezes, o que,
juntamente com a razao entre a concentracao da sertralina e do seu metabolito activo, indica

que o individuo sofreu uma intoxica¢do aguda por sertralina.
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e (Caso?2

Uma mulher de 77 anos foi encontrada ja cadaver junto a uma linha férrea. Supde-se
que tera cometido suicidio, atirando-se para a frente de um comboio em movimento,
acabando por ser colhida e sofrendo graves lesdes traumaticas. Nao lhe era conhecida

nenhuma medica¢do. Foram pedidas analises de alcool, medicamentos e pesticidas.

A triagem a pesticidas e etanol teve resultado negativo, tendo sido identificados e
quantificados alprazolam (12 ng/mL), lamotrigina (1185 ng/mL), olanzapina (229 ng/mlL) e

venlafaxina.

As concentragoes de venlafaxina e do seu metabolito activo determinadas no sangue
foram de 1205 ng/mL e 1272 ng/ml,, respectivamente. Na urina, apenas foi detectada a

venlafaxina, presente numa concentracio de 5186 ng/mL.

Figura V.2. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 2: MRM da venlafaxina (dois de cima), da
desmetilvenlafaxina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).
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Sabendo que cerca 5% da dose de venlafaxina é recuperada em urina sob forma
inalterada, o valor obtido nesta matriz podera indicar exposi¢io aguda ao composto. As
concentragdes NO sangue sa0 Mmuito superiores as gamas terapéuticas para a presenca
simultanea das duas substancias. Combinando estas informagdes, pode-se afirmar que o

sujeito sofreu um intoxicagao aguda por venlafaxina.

e (Caso3

Um homem de 47 anos foi encontrado ja cadaver no interior de um pogo, sendo a
morte atribuida a afogamento. O individuo era seguido psiquiatricamente, havendo registo de
uma tentativa anterior de suicidio. A medicacio conhecida era vasta, estando incluida

venlafaxina.

Para além de venlafaxina, foram determinadas varias benzodiazepinas,
nomeadamente diazepam (78 ng/ml), nordazepam (126 ng/mlL), oxazepam (5 ng /mL) e

temazepam (4 ng/mL).

As concentragoes determinadas para a venlafaxina e desmetilvenlafaxina foram,
respectivamente, 899 ng/ml e 198 ng/mL no sangue e¢ 10165 ng/mL e 5764 ng/mL na

utrina.

As concentragdes no sangue ultrapassam a gama terapéutica para a presenca dos dois
compostos em sangue. Por outro lado, a razdo entre as concentra¢cdes de venlafaxina e
desmetilvenlafaxina ¢ muito elevada, o que pode indicar uma exposi¢ao aguda a substancia,
tendo decorrido pouco tempo entre esta ¢ a morte do sujeito. Tendo em conta o historial
clinico do sujeito e as outras substancias detectadas (benzodiazepinas), tudo leva a crer que o
sujeito terd ingerido grandes quantidades dos farmacos referidos a fim de conseguir cometer

o suicidio, atirando-se a um pogo.




Aplicagao em Casos Reais

Figura V.3. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 3: MRM da venlafaxina (dois de cima), da
desmetilvenlafaxina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).
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e Caso4

Uma mulher de 77 anos foi encontrada ja cadaver, apos se ter enforcado. Nao era

conhecida qualquer medicagao.

O tnico composto identificado foi venlafaxina. As concentracdes de venlafaxina e
desmetilvenlafaxina determinadas no sangue foram de 528 ng/mL e 951 ng/ml., e na urina

4616 ng/mL e 18780 ng/mL, respectivamente.

A soma das concentracdes em sangue ¢ superior a respectiva gama terapéutica, mas a
razao entre as concentragoes ¢é inferior a 1. A vitima tera ingerido quantidades de venlafaxina
superiores a dose diaria recomendada (mesmo niao havendo prescricio desta substancia),
quantidade que tera causado alguns efeitos toxicos, nao sendo, porém, suficientes para causar
a morte. Do mesmo modo, pelas concentra¢ées na urina, conclui-se que terdo decorrido pelo

menos 4 h entre a ingestdo da venlafaxina e a morte. Novamente, a informagio colhida
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indica que a vitima terd ingerido este composto a fim de nao vacilar perante a sua intengao de

suicidio.

Figura V.4. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 4: MRM da venlafaxina (dois de cima), da
desmetilvenlafaxina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).

e Caso5

Uma mulher de 60 anos foi encontrada morta, nao havendo especificagdes sobre as
condi¢des em que o corpo foi encontrado. A etiologia médico-legal presumida foi morte por

afogamento.

Foram identificados diazepam (397 ng/mL), nordazepam (162 ng/mL), oxazepam (8
ng/mL), temazepam (26 ng/mlL) e sertralina.
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A sertralina foi determinada em concentragdes de 867 ng/ml no sangue e 518
ng/ml na urina. De igual modo, determinaram-se concentracdes de 384 ng/mL e 633

ng/mL para a norsertralina no sangue e urina, respectivamente.

A concentracdo de sertralina é superior a sua gama terapéutica, apresentando um
valor cerca de duas vezes superior a concentra¢ao de norsertralina. A vitima tera ingerido
quantidades anormais de sertralina, mas esta nao tera sido a causa directa da sua morte. Nao
havendo informagao sobre as condi¢oes do afogamento, as conclusdes nao sao lineares,
podendo tratar-se de uma tentativa de suicidio ou de um simples afogamento, consequéncia

dos efeitos conjugados dos varios farmacos detectados em sangue.

Figura V.5. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 5: MRM da sertralina (dois de cima), da
norsertralina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).
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e Casob6

Um homem de 54 anos cometeu suicidio, sendo a sua morte atribuida a lesdo
traumatica. Foi pedida a determinagdo de alcool, drogas e medicamentos, com especial

atengdo para as benzodiazepinas e barbituricos. Nao era conhecida nenhuma medicagio.

Foram determinados etanol (1,74 g/L), alprazolam (11 ng/mlL), lorazepam (64
ng/mL), trazodona (117 ng/mL) e sertralina.

As concentragdes determinadas no sangue foram de 310 ng/mL e 18 ng/mL para
sertralina e norsertralina, respectivamente, ¢ de 1272 ng/mL e 1529 ng/mL na utrina. A
concentragao de sertralina no sangue, apesar de superior a gama terapéutica, nao fornece
nenhuma informagao clara. As concentragdes na urina apenas indicam que se passaram mais
de 26 h entre a ingestao da sertralina e a morte do sujeito. Uma vez que a vitima foi vitima de
enforcamento, pode colocar-se a possibilidade de tratar-se de mais um caso de ingestdo
excessiva e voluntaria de medicacio com o objectivo de nao vacilar perante a sua intencao de

suicidio.

Figura V.6. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 6: MRM da sertralina (dois de cima) e do
zolpidem-d6 (em baixo).
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e Caso7

Uma mulher de 62 anos foi encontrada morta, em condi¢bes desconhecidas, ¢ sem

registo de medicagao ou etiologia médico-legal atribuida.

Foram determinada a presenca de clomipramina (66 ng/mlL), alprazolam (4 ng/mlL)

e sertralina.

As concentagoes determinadas para a sertralina e norsertralina foram,
respectivamente: 1126 ng/mL e 2946 ng/ml no sangue, ¢ 146 ng/mlL e 670 ng/mL na

urina.

Figura V.7. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 7: MRM da sertralina (dois de cima), da
norsertralina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).
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A concentragao de sertralina no sangue ultrapassa significativamente a sua gama

terapéutica, porém a razao entre concentragoes de sertralina e norsertralina ¢ muito inferior a

~ 100 ~
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1. Devido a falta de informagao associada a este caso, apenas se pode concluir que o sujeito
ingeriu quantidades anormais de sertralina e que entre a ingestao e a morte do sujeito se terdao

decorrido pelo menos 26 h.

e (Caso8

Uma mulher de 74 anos foi encontrada morta, nao havendo registo das condi¢des em

que foi encontrada, medicagdo ou causa de morte atribuida.
Foram determinados oxazepam (1318 ng/mL), fluoxetina (740 ng/mL) e venlafaxina.

No sangue, foi determinada uma concentragiao de venlafaxina de 767 ng/mlL, nao
tendo sido detectada desmetilvenlafaxina. Na urina, determinaram-se concentracdes de 585

ng/mL e 14 ng/mL para a venlafaxina e o seu metabolito activo.

Figura V.8. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 8: MRM da venlafaxina (dois de cima), da
desmetilvenlafaxina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).
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A concentragao de venlafaxina no sangue ¢ superior a sua gama terapéutica, porém
nio fornece informacao relevante. Novamente, devido a falta de informacao sobre este caso,

as analises efectuadas sao inconclusivas no que a causa de morte do individuo diz respeito.

e Caso9

Um homem de 40 anos foi encontrado ja cadaver, nao sendo especificadas as

condi¢bes em que o corpo foi encontrado. Ha registo da possibilidade de ser toxicopendente.

Nio tendo sido detectadas quaisquer drogas, foram identificados lamotrigina (20309

ng/mlL) e venlafaxina.

As concentragoes determinadas no sangue para venlafaxina e desmetilvenlafaxina
foram de, respectivamente: 2095 ng/mL e 3355 ng/ml.. Na urina apenas foi detectada a
presenca de desmetilvenlafaxina, apresentando uma concentracio de 95924 ng/ml. (este
valor ultrapassa significativamente o limite superior da curva de calibragdao, podendo por isso

ter associada uma incerteza significativa).

As concentragdes no sangue sio muito mais elevadas que a gama terapéutica
correspondente, ¢ a presen¢a do metabolito na urina indica que terdo decorrido pelo menos
4 h entre a ingestao do farmaco e a morte do sujeito. Tomando a elevada quantidade de
lamotrigina que foi determinada no sangue (ainda que dentro da respectiva gama terapéutica),

diria que o sujeito podera ter morrido pela conjugaciao dos efeitos téxicos destas substancias.
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Figura V.9. Cromatogramas obtidos na amostra de sangue, no caso 9: MRM da venlafaxina (dois de cima), da
desmetilvenlafaxina (dois do centro) e do zolpidem-d6 (em baixo).

W 7 A
\ J RIS

\ W

E interessante observar que os casos apresentados representam a realidade que é a
tendéncia suicida com recurso a farmacos antidepressivos, sendo que pelo menos 5 dos 9
casos aparentam tratar-se de intoxicagoes voluntarias. Dos nove casos apresentados, todos
apresentam concentracdes acima das respectivas gamas terapéuticas. F ainda pertinente
verificar que a razdo de casos que apresentam a presenca de outras substancias ¢ muito
clevada (8 em 9), havendo maior tendéncia para a co-ingestao com benzodiazepinas (em 7

dos 9 casos).

Pelos resultados obtidos, pode observar-se o sucesso da aplicagdo do método

analitico proposto e validado.
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Conclusoes

No decorrer deste projecto foi desenvolvida uma metodologia analitica para a
deteccio, identificacdo e quantificagdo de sertralina, venlafaxina e os seus metabolitos activos
em duas amostras biolégicas — sangue e urina. O procedimento de ensaio apresentado e
validado inclui a prepara¢io das amostras, com extrac¢do em fase solida, e a analise das
mesmas potr um sistema de UPLC-MS/MS. Deste modo, propoe-se a determinaciao destes
compostos em sangue e urina por cromatografia liquida de ultra-performance acoplada a
espectrometria de massa em modo sequencial, com ionizacao por elkctrospray e deteccao

através de um triplo quadrupolo.

A existéncia em laboratérios de toxicologia de métodos de determinacao de farmacos
antidepressivos em matrizes biologicas surge cada vez mais como uma necessidade, sendo
este tipo de farmacos dos mais vendidos a nivel mundial, e com um significativo crescimento
de vendas nos dltimos anos. Este projecto surge como resposta ao aumento de casos
positivos para ambas as substancias em ensaios de triagem, nao raras vezes associados a
valores de concentragao muito elevados. A validagao nestas duas matrizes bioldgicas surge
como uma tentativa de uniformizar a metodologia a utilizar nas analises toxicologicas clinicas
e forenses, sendo estas das poucas matrizes bioldgicas que podem ser colhidas em sujeitos
vivos. O estudo dos metabolitos activos advem da potencial actividade farmacolégica que
estes podem exercer, contribuindo assim para os efeitos gerados pelas substancias que lhes

dao origem.

O ensaio descrito e validado apresenta uma grande simplicidade, no que a preparagao
das amostras diz respeito. Foi proposta uma altera¢do na prepara¢iao de amostras de urina,
por diluicdo com uma solu¢ao tampao, apresentando melhores resultados quando
confrontada com uma dilui¢ao em 4gua. Os laboratérios de toxicologia tendem a uniformizar
as metodologias analiticas, afim de criar andlises de rotina rapidas e abrangendo uma vasta
gama de substancias. Nesta condi¢ao, o método desenvolvido pode facilmente ser integrado

numa rotina de andlise de compostos similares pré-existente.

A valida¢ao do método apresentado foi efectuada em termos da avaliaciao de diversos
parametros analiticos, nomeadamente: selectividade e especificidade, eficiéncia da extracgao,
fenémenos de arrastamento, limiares analiticos inferiores, linearidade, efeitos de matriz,
robustez e precisao. O método demonstrou ser rapido, selectivo, sensivel e linear na gama de
concentracoes de 1 ng/mL a 800 ng/mlL, abrangendo concentracSes terapéuticas e toxicas
para ambas sertralina e venlafaxina. Os limites de detec¢do e quantificagdo sao adequados,

tendo em conta as gamas terapéuticas dos compostos, e provaram ser validos e fidveis. Nao
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foram detectados quaisquer efeitos de carryover. O ensaio validado provou ainda ser preciso,
exacto, repetivel e robusto, mesmo atendendo as variacbes das condi¢bes experimentais
verificadas. A determinacdo dos efeitos de matriz resultou em elevados valores de supressao
i6nica para ambas as matrizes, ainda que em graus diferentes, recomendando fortemente a
utilizagio de curvas de calibracio e controlos de qualidade interna preparados em matriz

similar 2 das amostras em analise.

Através do estudo dos nove casos reais apresentados, demonstrou-se a aplicabilidade
da metodologia analitica descrita neste trabalho. Mais, estimula a conjugacao de analises em
diversas matrizes bioldgicas, e o cruzamento dos resultados obtidos em cada analise. Quanto
ao tipo de conclusdes que se teceram, estas devem ser tidas como um mero exercicio
académico. Porém, a falta de informacdao de alguns casos tornou-se num verdadeiro
obstaculo a interpretacio dos resultados, retratando a realidade diaria de um laboratério de

toxicologia forense.

O método analitico apresentado pode em algumas vertentes ser melhorado. A
optimiza¢ao das condi¢des experimentais foi feita de modo a ndo modificar em demasia o
procedimento que lhe serviu de base. A validagao poderia ter integrado a avaliagao de outros
parametros analiticos, ndo menos importantes, nomeadamente a estabilidade das substancias
estudadadas em ciclos de congelagio/descongelacio, o que é uma realidade num laboratério
de toxicologia. Por outro lado, a preparacio das amostras pode ser optimizada com a
finalidade de diminuir os efeitos de matriz determinados. No que aos efeitos de matriz diz
respeito, poder-se-ia ter avaliado este parametro em sangue periférico, abrangendo assim os

dois tipos de sangue post-morten que podem colhidos.

O trabalho desenvolvido pode ser continuado, havendo a possibilidade de validar
esta metodologia analitica para a determina¢do de mais substancias, nomeadamente os
restantes compostos que integram as classes de farmacos antidepressivos SSRI e SNRI, ou
até outros tipos de farmacos, se o ensaio assim o permitir. Outra proposta de estudo
igualmente interessante sera a validagdo o método para outras matrizes bioldgicas, entre as
quais tecidos e 6rgaos, com a proposta de métodos de extrac¢ao de amostras mais adequados

e eficazes para estas.
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Tal como se encontra descrito e validado, o método analitico apresentado neste
trabalho ¢ adequado para a determinagdo de sertralina, venlafaxina e seus metabolitos

activos, em sangue e urina, reunindo todas as condi¢Oes necessarias para ser integrado na

analises de rotina do SQTF-DC.

~ 109 ~






Referéncias Bibliograficas

eferéncias Bibliograficas

[1] Banerjee, Shidas; Mazumdar, Shyamalava (2011) “Electrospray Ilonization Mass
Spectrometry: A Technique to Acess the Information beyond the Molecular Weight of the
Analyte” International Jonrnal of Analytical Chemistry. Vol. 2012.

[2] Baselt, Randall C. (2004) Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man. Foster City:
Biomedical Publications.

[3] Bell, Suzanne (2009) Drugs, Poisons, and Chemistry. New York: Facts On File, Inc..

[4] Bhatt, Jignesh; Jangid, Arvind; Venkatesh, Gantala; Subbaiah, Gunta; Singh, Sadhana (2005)
“Liquid chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS—MS) method for simultaneous
determination of venlafaxine and its active metabolite O-desmethyl venlafaxine in human
plasma” Journal of Chromatography B. Vol. 829, pp. 75-81.

[5] Bosse, George M.; Spiller, Henry A.; Collins, Aaron M. (2008) “A Fatal Case of Venlafaxine
Overdose” Journal of Medical Toxicology. Vol. 4, pp. 18-20.

[6] Brito, Natilene M.; de Amarante Jr., Ozelito P.; Polese, Luciana; Ribeiro, Maria L. (2003)
“Valida¢do de Métodos Analiticos: Estratégia e Discussio” Pesticidas: R.Ecotoxicol. ¢ Meio
Ambiente. Vol. 13, pp. 129-146.

[7] Brittain, Harry G. (1996) Amnalytical Profiles of Drug Substances and Excipients New Jetsey:
Academic Press.

[8] Bruno, Thomas J.; Svoronos, Paris D. (2003) Handbook of Basic Tables for Chenmical Analysis.
Boca Raton: CRC Press.

[9] Castaing, Nadege; Titier, Karine; Receveur-Daurel, Mathilde; Le-Déodic, Maité; Le-bars,
Delphine; Moore, Nicholas; Molimard, Mathieu (2007) “Quantification of Eight New
Antidepressants and Five of their Active Metabolites in Whole Blood by High-Performance
Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry” Journal of Analytical Toxicology. Vol. 31,
pp. 334-341.

[10]Cordioli, Aristides V. (2011) Psicofiirmacos: Consulta Raipida. Porto Alegre: Artmed.

[11]Dasgupta, Amitava (2010) Advances in Chromatographic Techniques for Therapeutic Drug Monitoring.
Boca Raton: CRC Press.

[12]De Castro, A.; Concheiro, M.; Quintela, O.; Cruz, A.; Lopez-Rivadulla, M. (2008) “LC-
MS/MS method for the determination of nine antidepressants and some of their main
metabolites in oral fluid and plasma. Study of correlation between venlafaxine concentrations

in both matrices” Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Vol. 48, pp. 183-193.

~ 111 ~



Referéncias Bibliograficas

[13] Ellenhorn, Matthew J. (1997) Ellenborn’s Medical Toxicology — Diagnosis and Treatment of Human
Poisoning. Baltimore: Williams & Wilkins.

[14]Ftied, Karen M.; Nolan Jt., Paul E.; Anthony, Marietta; Woosley, Raymond L.; Freeman,
Matlene P. (2011) “LC-MS Analysis of Sertraline and Its Active Metabolite in Human Serum
Using a Silica Column with a Non-Aqueous Polar Mobile Phase” Chromatographia. Vol. 73,
pp. 749-754.

[15]Gergov, M.; Ojanpera, L.; Vuori, E. (2003) “Simultaneous screening for 238 drugs in blood
by liquid chromatography—ionspray tandem mass spectrometry with multiple-reaction
monitoting” Journal of Chromatography B. Vol. 795, pp. 41-53.

[16]He, Lijuan; Feng, Fang; Wu Jie (2005) “Determination of Sertraline en Human Plasma by
High-Performance Liquid Chromatography-Electrospray Ionization Mass Spectrometry and
Method Validation” Journal of Chromatographic Science. Vol. 43.

[17]Hiemke, Christoph; Hartter, Sebastian (2000) “Pharmacokinetics of selective serotonin
reuptake inhibitors” Pharmacology & Therapeutics. Vol. 85, pp. 11-28.

[18]Ho, C. S.; Lam, C. W. K.; Chan, M. H. M.; Cheung, L. K,; Lit, L. C. W.; Ng, K. F.; Suen, M.
W. M., Tai, H. L. (20003) “Electrospray lonisation Mass Spectrometry: Principles and
Clinical Applications” The Clinical Biochemist Reviews. Vol. 4, pp. 3-12.

[19]Infarmed, 1. P. (2011) Estatitica do medicamento 2011. Lisboa.

[20]Jickells, Sue; Negrusz, Adam (2008) Clarke’s Analytical Forensic Toxicology. London:
Pharmaceutical Press (PhP).

[21]Karch, Steven B. (2008) Postmortem Toxicology of Abused Drugs. Boca Raton: CRC Press.

[22]Labbate, Lawrence A. (2010) Handbook of Psychiatric Drug Therapy. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins.

[23]Lajeunesse, A.; Gagnon, C.; Sauve, S. (2008) “Determination of Basic Antidepressants and
Their N-Desmethyl Metabolites in Raw Sewage and Wastewater Using Solid-Phase
Extraction and Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry” _Analytical Chemistry.
Vol. 80 (14), pp. 5325-5333.

[24]Lewis, Russel J.; Angier, Mike K.; Williamson, Kelly S. (2012) “Analysis of Sertraline in
Postmortem Fluids and Tissues in 11 Aviation Accident Victims” Federal Aviation
Administration.

[25]Mandrioli, Roberto; Saracino, Maria A.; Ferrari, Silvia; Berardi, Domenico; Kenndler, Ernst;
Raggi, Maria A. (2006) “HPLC analysis of the second-generation antidepressant sertraline
and its main metabolite N-desmethylsertraline in human plasma” Journal of Chromatography B.
Vol. 836, pp. 116-119.

[26]Mazut, Joseph E.; Doty, John D.; Krygiel, Ashley S. (2003) “Fatality Related to a 30g
Venlafaxine Overdose” Pharmacotherapy. Vol. 23(12).

~ 112~



Referéncias Bibliograficas

[27]Moffat, Anthony C.; Oselton, M. D.; Widdop, Brian (2004) Clarke’s Analysis of Drugs and
Poisons. London: Pharmaceutical Press (PhP).

[28]Norman, Trevor R. (1999) “The new antidepressants — mechanisms of action” _Australian
Prescriber. Vol. 22, pp. 106-108.

[29]Parsons, Ann T.; Anthony, Robert M.; Meeker, James E. (1996) “Two Fatal Cases of
Venlafaxine Poisoning” Journal of Analytical Toxicology. Vol. 20, pp. 266-268.

[30]Patel, Jignasha; Spencer, E. P.; Flanagan, R. J. (1996) “HPLC of Sertraline and Norsertraline
in Plasma or Serum” Biomedical Chromatography. Vol. 10, pp. 351-354.

[31]Polettini, Aldo (2006) Applications of LLC-MS in Toxicology London: Pharmaceutical Press
(PhP).

[32]Preskorn, S. (1997) “Pharmacotherapeutic profile of venlafaxine” Ewurgpean Psychiatry. Vol. 12
4), pp. 285s-294s.

[33]Rangel, Rui (2003) “Toxicologia Forense” #n Nogoes Gerais Sobre Outras Ciéncias Forenses.
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, pp. 2-18.

[34]Saint-Marcoux, Franck; Sauvage, Francois-Ludovic; Marquet, Pierre (2007) “Current role of
LC-MS in therapeutic drug monitoring” Analytical and Bicanalytical Chemistry. Vol. 388, pp.
1327-1349.

[35]Schatzberg, Alan F.; Cole, Jonathan O.; DeBattista, Charles (2010) Manual of Clinical
Psychopharmacology. Atlington: American Psychiatric Publishing Inc..

[36]Schreiber, André (2010) “Advantages of Using Triple Quadrupole over Single Quadrupole
Mass Spectrometry to Quantify en Identify the Presence of Pesticides in Water and Soil
Samples” ABSciex, Old Connecticut Path Framimgham.

http://www.absciex.com/Documents/Downloads/Literature/mass-spectrometry-

TripleQuad-Pesticides-Testing-0701310.pdf [13 de Abril de 2012].

[37]Schultz, Melissa M.; Furlong, Edward T. (2008) “Trace Analysis of Antidepressant
Pharmaceuticals and Their Select Degradates in Aquatic Matrixes by LC/ESI/MS/MS”
Abnalytical Chemistry. Vol. 80, pp. 1756-1762.

[38]Silva, Andréia P.; Alves, Miriam C. C. (2006) “Como Iniciar a validagio de métodos
analiticos” in ENQUAIL.AB. Sao Paulo, Brasil 30 de Maio-1 de Junho.

[39]SQTE-DC, INMLCF, LP. (2012) “Procedimento opetacional: valida¢io de procedimentos
de ensaio”. Coimbra.

[40]Swartz, Michael E. (2005) “Ultra Petformance Liquid Chromatography (UPLC): An
Introduction”,

http://www.chromatographyonline.com/Icgc/data/articlestandard/lcgc/242005/164646
[article.pdf [13 de Abril de 2013].

~ 113 ~


http://www.absciex.com/Documents/Downloads/Literature/mass-spectrometry-TripleQuad-Pesticides-Testing-0701310.pdf
http://www.absciex.com/Documents/Downloads/Literature/mass-spectrometry-TripleQuad-Pesticides-Testing-0701310.pdf
http://www.chromatographyonline.com/lcgc/data/articlestandard/lcgc/242005/164646/article.pdf
http://www.chromatographyonline.com/lcgc/data/articlestandard/lcgc/242005/164646/article.pdf

Referéncias Bibliograficas

[41] TIAFT (1999) “Systematic Toxicological Analysis: Recommendations on Sample Collection”
Bulletin of the International Association of Forensic Toxicologists. Vol. XXXIX (1), pp. 10-11.

[42]Tiller, J.W.G. (1995) “The new antidepressants” Australian Prescriber. Vol. 18, pp. 92-96.

[43]Udhaya, R.; Naidu, Petla. Y.; Reddy, A. R.; Sagar, T. V. (2012) “Validation of an UPLC-
MS/MS method for simultaneous Quantification of two Selective Serotonin and nor
Epinephrine Reuptake Inhibitors and one Selective Serotonin Reuptake Inhibitor in human
plasma” Der Pharma Chemica. Vol. 4, pp. 1164-1173.

[44]Wille, Sarah (2008) Quantitative analysis of new generation antidepressants using gas chromatography-
mass spectrometry. Applications in clinical and forensic toxicology. Tese de Doutoramento em Ciéncias
Farmacéuticas. Ghent University Faculty of Pharmaceutical Sciences.

[45]Wille, Sarah M.R.; Maudens, Kristof E.; Van Peteghem, Catlos H.; Lambert, Willy E.E.
(2005) “Development of a solid phase extraction for 13 ‘new’ generation antidepressants and
their activa metabolites for gas chromatographic-mass spectrometric analysis” Journal of
Chromatrophy A. Vol. 1098, pp. 19-29.

[46] Zhang, Mengliang; Gao, Feng; Cui, Xiangyong; Zhang, Yunhui; Sun, Yantong; Gu, Jingka
(2011) “Development and Validation of an Improved Method for the Quantification of
Sertraline in Human Plasma using LC-MS-MS and Its Application to Bioequivalence
Studies” Journal of Chromatographic Science. Vol. 49, pp. 89-93.

[47] “Effexor XR” Wyeth Pharmaceuticals Inc. Philadelphia. Rev 04/2004.

[48] “Zoloft” Pfizer Inc. New York. Rev 12/2002.

~ 114 ~



Nnexos

Tratamento de dados e resultados obtido na

validagcao do métododo






Eficiéncia de Extrac¢ao






Eficiéncia de Extraccao

Estudo em sangue

Sertralina - SG Cf ext. SS ext. % RECUPERAGAD
Conc. (ng/mi) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area(pi) Arel
20 6132 723929 0,0085 6259 473545 0,0132
20 2905 333102 0,0087 2910 197364 0,0147
20 1902 211073 0,0090 2126 144412 0,0147
Média | 0,0087 Média | 0,0142 61,4%
150 13450 168977 0,079 15795 128336 0,1231
150 14056 159298 0,0882 13133 122401 0,1073
150 13208 159601 0,0828 13986 112165 0,1247
Média | 0,083 Média | 01184 70,6 %
500 37812 152992 0,2471 35367 93663 0,3776
500 24387 104915 0,2324 30906 99996 0,3091
500 53523 184117 0,2907 26078 90202 0,2891
Média 0,2568 Média 0,3253 78,9 %
Venlafaxina - SG C/ ext. S/ ext. % RECUPERAGAD
Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area (pi) Arel
20 155122 823753 0,1883 137856 508416 0,1518
20 145583 824631 0,1765 11099 702205 0,1581
20 135855 945613 0,1437 103218 640713 0,1611
Média | 01695 Média 0,570 108,0 %
150 598389 620994 0,9636 549487 1042663  1,0540
150 585170 602383 0,9714 554021 586524 0,9446
150 587378 622295 0,9439 559454 565254 0,9897
Média | 0,959 Média | 0,991 96,3 %
500 1642052 682563 2,4057 1582866,5 567343,31  2,7900
500 1349568 512882 2,6313 1421248,6 545520,81  2,6053
500 1559955 661398 2,3586 1482499,5 543791 2,7262
Média 27,4652 Média 2,7072 91,1 %
Norsertralina - 5G C/ ext. S/ ext. % RECUPERAGAD
Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area(pi) Arel
20 3347 723929 0,0046 3641 473545 0,0077
20 1587 333102 0,0048 1529 197364 0,0077
20 982 211073 0,0047 1101 144412 0,0076
Média | 0,0047 Media | 0,0077 60,9 %
150 7236 168977 0,0428 9426 128336 0,0735
150 7696 159298 0,0483 8225 122401 0,0672
150 6934 159601 0,0434 8913 112165 0,0795
Média | 0,0449 Média = 0,0734 61,1%
500 22463 152992 0,1468 26123 93663 0,2789
500 12827 104915 0,1223 21871 99996 0,2187
500 37874 184117 0,2057 14449 90202 0,1602
Média 0,1583 Média 0,2193 72,2%
Desmetilvenlafaxina - SG C/ ext. S/ ext. % RECUPERAGAD
Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area(pi) Arel
20 20178 823753 0,0266 27469 908416 0,0202
20 27817 824631 0,0337 21736 702205 0,0310
20 25241 945613 0,0267 19815 640713 0,0209
Média | 0,0324 Média  0,0307 105,4 %
150 118393 620994 0,1907 120809 1042663 02317
150 119264 602383 0,1980 115694 586524 0,1973
150 125465 622295 0,2016 119970 565254 0,2122
Média " 0,1968 Média " 0,2137 92,1%
500 320394 682563 0,4694 311951 567343 0,5498
500 253091 512882 0,4935 280233 545521 0,5137
500 302012 661398 0,4566 313039 543791 0,5757
Média 0,4732 Média 0,5464 86,6 %
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Estudo em urina.

Sertralina - UR C/ ext. S/ ext. % RECUPERAG AD
Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area (pi) Arel
20 54637 1018697 0,0536 58656 949249 0,0618
20 51150 974736 0,0525 56738 908862 0,0624
20 52390 1003408 0,0522 56795 887290 0,0640
Média 0,0528 Média 0,0627 84,1 %
150 356249 958447 0,3717 416990 925126 0,4507
150 354937 922990 0,3846 408195 892114 0,4576
150 373575 909040 0,4110 405623 940751 0,4312
Média 0,3891 Média 0,4465 87,1 %
500 1029227 1021095 1,0080 1214058 900918 1,3476
500 983471 899639 1,0987 1147841 900641 1,2745
500 1010457 897614 1,1257 1230495 929288 1,3241
Média 1,0775 Média 1,3154 81,9 %
Venlafaxina - UR C/ ext. S/ ext. % RECUPERAGAD
Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area(pi) Arel
20 146361 1018697 0,1437 144786 949249  0,1525
20 137738 974736 0,1413 136972 908862 0,1507
20 130482 1003408 0,1300 135686 887290  0,1529
Média 0,1383 Média 0,1521 91,0 %
150 824299 958447 0,8600 857535 925126  0,9269
150 807532 922990 0,8749 829354 892114  0,9297
150 825623 909040 0,9082 872198 940751 0,9271
Média 0,8811 Média 0,9279 95,0 %
500 2261079 1021095 2,2144 2373438 900918  2,6345
500 2168553 899639 2,4105 2356277 900641 2,6162
500 2234156 897614 2,4890 2426459 929288 2,611
Média 2,3713 Média 2,6206 90,5 %
Norsertralina - UR C/ ext. S/ ext. % RECUPERAGAD
conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area(pi) Arel
20 30384 1018697 0,0298 33362 949249 0,0351
20 29117 974736 0,0299 32599 908862 0,0359
20 28961 1003408 0,0289 31287 887290 0,0353
Média 0,0295 Média 0,0354 83,3 %
150 212042 958447 0,2212 247642 925126 0,2677
150 206152 922990 0,2234 249585 892114 0,2798
150 225781 909040 0,2484 253157 940751 0,2691
Média 0,2310 Média 0,2722 84,9 %
500 633119 1021095 0,6200 760527 900918 0,8442
500 637034 899639 0,7081 716018 900641 0,7950
500 632075 897614 0,7042 804072 929288 0,8653
Média 0,6774 Média 0,8348 81,1 %
Desmetilvenlafaxina - UR C/f ext. S/ ext. % RECUPERAG AD
Conc. {ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel Area(s)  Area (pi) Arel
20 26408 1018697 0,0259 26606 949249 0,0280
20 21696 974736 0,0223 24347 908862 0,0268
20 21852 1003408 0,0218 23141 887290 0,0261
Média " 0,0233 Média " 0,0270 86,5 %
150 105127 958447 0,1097 106991 925126 0,1157
150 112897 922990 0,1223 114649 892114 0,1285
150 110738 909040 0,1218 126136 940751 0,1341
Média | 01179 Média = 0,1261 93,5 %
500 322477 1021095 0,3158 315603 900918 0,3503
500 329780 899639 0,3666 302718 900641 0,3361
500 302795 897614 0,3373 325751 929288 0,3505
Média 0,3399 Média 0,3457 98,3 %
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Limites de Deteccdo e de Quantificagao






Limites de Deteccio e de Quantificacio

Estudo da sertralina, em sangue.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
0.4 473 351310 0.001
0.5 388 344922 0.001
1 636 286996 0.002
1.5 700 231582 0.003
2 679 195738 0.003
5 1492 191979 0.008
10 2235 144837 0.015
15 2930 137050 0.021
20 3792 128827 0.029
30 5264 117642 0.045
LD= 1,03
LQ= 3,11 0,050 -
SUMARIO DOS RESULTADOS 0,040 -
Estatistica de regressdo
R miltiplo 0,999583029 | 527030

Quadrado de R

0,999166232

<0,020 -

Limites Sertralina - SG

y = 0.0015x + 0.0006

Quadrado de R ajustado 0,999062011 0,010 R% =0.9992
Erro-padrao 0,000452531 0,000 . . ‘ ‘ ‘ ‘
Observagdes 10 0 5 10 15 20 25 30 35
ANOVA Concentragao (ng/mL)
gl sQ MQ F F de significancia
Regressao 1 0,001963265 0,001963265 9586,992463 1,32186E-13
Residual 8 1,63827E-06 2,04784E-07
Total 9 0,001964903
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0,000575233 0,000191224 3,00817016 0,016860476 0,000134271 0,001016196
VariavelX 1 0,001454236 1,48523E-05 97,9131884 1,32186E-13 0,001419987 0,001488486
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Previsto Arel Residuais
0,0012 1 i3 i i
1 0,001156928 0,000189147 ) Variavel X 1 Desenho de residuais
2 0,001302351 -0,000177588 0,0008 -
3 0,002029469 0,000187132 °
0,0004 - °
4 0,002756588 0,000266561 .E =g
5 0,003483706  -1,69967E-05 | § /E19 T e 7 ' '
] o 10 20 30 40
6 0,007846414 -7,22389E-05 & -0,0004
7 0,015117596 0,000313241
-0,0008 -
8 0,022388777 -0,001007284 °
9 0,029659958  -0,000225739 -0,0012 -
10 0,044202321 0,000543766 Variavel X 1
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Limites de Detecc¢io e de Quantificaciao

Estudo da venlafaxina, em sangue.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
0.4 1458 351310 0.004
0.5 1414 344922 0.004
1 2814 286996 0.010
1.5 3526 231582 0.015
2 3515 195738 0.018
5 8450 191979 0.044
7 10692 158412 0.067
10 13979 144837 0.097
15 18222 137050 0.133
50 52261 117849 0.443
LD= 1,10
LQ= 3,32 0,500 - Limites Venlafaxina - SG
SUMARIO DOS RESULTADOS 0,400
Estatistica de regressédo — 0,300 -
R mltiplo 0,999785516 g 0,200
Quadrado de R 0,999571078 y = 0.0089x + 0.0018
Quadrado de R ajustado 0,999517463 0,100 R? = 0.9996
Erro-padrao 0,002937957 0,000 \ \ T T )
Observacées 10 0 10 20 30 40 50 60
- Concentragdo (ng/mL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significancia
Regressao 1 0,160922335 0,160922335 18643,41011 9,25648E-15
Residual 8 6,90527E-05 8,63159E-06
Total 9 0,160991387
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0,001759306 0,001105504 1,591406398 0,150182742 -0,000789991 0,004308604
Variavel X 1 0,008853724 6,4843E-05 136,5408734 9,25648E-15 0,008704195 0,009003252
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Previsto Arel Residuais

-

0,005300796 -0,001149761

2 0,006186168 -0,002087213
3 0,01061303 -0,00080854
4 0,015039892 0,00018636
5 0,019466754 -0,001509094
6 0,046027924 -0,002015092
7 0,063735371 0,003756923
8 0,090296542 0,006219182
9 0,13456516 -0,001607832
10 0,444445484 -0,000984933

0,008 - Variavel X 1 Desenho de residuais
[ ]

0,004 - °
_‘é -2E-18 +* - - . .
% oe 20 40 60
[

-0,004 -

-0,008 -

Variavel X 1
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Limites de Deteccio e de Quantificacio

Estudo da norsertralina, em sangue.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 201 286996 0.001
1.5 181 231582 0.001
2 251 195738 0.001
5 506 191979 0.003
10 1051 144837 0.007
15 1392 137050 0.010
20 1591 128827 0.012
30 2212 117642 0.019
50 3759 117849 0.032
80 5418 102779 0.053
LD= 2,99
0,060 - L. .
LQ= 9,05 Limites Norsertralina - SG
SUMARIO DOS RESULTADOS 0,050 1
Estatistica de regressdo 0,040
R multiplo 0,999450159 | 0,030 -
Quadrado de R 0,998900621 4
, 0,020 y = 0.0007x - 0.0002
Quadrado de Rajustado 0,998763199 0,010 - R2 = 0.9989
Erro-padrao 0,000591657
ob - 10 0’000 T T T T 1
pervacoss 0 20 40 60 80 100
ANOVA
gl sQ MQ F F de significancia
Regressao 1 0,002544514 0,002544514 7268,836674 3,99612E-13
Residual 8 2,80046E-06 3,50058E-07
Total 9 0,002547314
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,000162351 0,000249092 -0,651769205 0,532823475 -0,000736758 0,000412057
Variavel X 1 0,000653607 7,66628E-06 85,25747283 3,99612E-13 0,000635929 0,000671286
RESULTADO RESIDUAL
Observagiio Previsto Aret Residuais 0,001 | _Variavel X 1 Desenho de residuais
1 0,000491257 0,000210468
2 0,00081806  -3,45228E-05 0.0005 o ¢
3 0,001144864 0,00013692 " o
4 0,003105686  -0,000471585 | 0.
= - ‘ \
5 0,006373722 0,000884469 E ) 50 100
x
6 0,009641759 0,000514452 -0,0005 | ° .
7 0,012909795 -0,000560485 g °
8 0,019445868 -0,000643968 0.001 -
9 0,032518013 -0,000625087 ’ Variavel X 1
10 0,052126231 0,000589337
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Limites de Detecc¢io e de Quantificaciao

Estudo da desmetilvenlafaxina, em sangue.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 689 55613 0.012
1.5 929 41561 0.022
2 866 30332 0.029
5 2101 29859 0.070
7 2621 29940 0.088
10 3624 26916 0.135
15 5067 22989 0.220
20 6625 20863 0.318
50 14421 19194 0.751
80 20884 18186 1.148
LD= 3,44
LQ= 10,42 1’323 1 Limites Desmetilvenlafaxina - SG
SUMARIO DOS RESULTADOS : ;000 |
Estatistica de regressdo _ 0,800 -
R miltiplo 0,999281302 | ¥ 0,600 -
Quadrado de R 0,998563121 0,400 - y = 0.0146x + 0.0003
Quadrado de R ajustado 0,998383511 0,200 - R% =0.9986
Erro-padrio 0,015189134 0,000 0 2'0 4'0 6'0 8‘0 1(']0
Observacées 10 Concentragdo (ng/mL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significancia
Regressio 1 1,282659309  1,282659309  5559,622202 1,16624E-12
Residual 8  0,001845678  0,00023071
Total 9 1,284504987
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0,000265027  0,006089412  0,04352253 0,96635171 -0,013777182  0,014307235
VariavelX 1 0,014573781 0,000195456  74,56287415 1,16624E-12 0,014123058  0,015024504
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Previsto Arel Residuais 0,03 - Variavel X 1 Desenho de residuais
1 0,014838808 -0,002455695 °® °
2 0,022125698 0,00023638 0,02 -
3 0,029412589  -0,000861239 0,01 -
4 0,073133933  -0,002776847 § 0 g. e ; .
5 0,102281495  -0,014724653 % 0019 50 100
6 0,146002839 -0,011346322 | £ ® °
7 0,218871745  0,001549638 0,02 1
8 0,291740651  0,025799155 -0,03 - N
9  0,728954086  0,022378357 Variavel X 1
10 1,166167522  -0,017798774
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Limites de Deteccio e de Quantificacio

Estudo da sertralina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
0.4 569 470349 0.001
0.5 726 409769 0.002
1 1251 384444 0.003
1.5 2084 360184 0.006
2 2298 320347 0.007
5 5115 312024 0.016
7 7113 330790 0.022
15 16273 311110 0.052
20 22132 336785 0.066
30 32667 329447 0.099
LD= 1,16
LQ= 3,52 0,12 1
SUMARIO DOS RESULTADOS 0,1 1
Estatistica de regressdo _0,08 y
R miltiplo 0,999466329 £0,06 7

Quadrado deR

0,998932942 0,04 -

Limites Sertralina - UR

y = 0.0033x + 0.0001

Quadrado de R ajustado 0,99879956 0,02 - R2 = 0.9989
Erro-padrao 0,001166142 0 . : . : s
Observacdes 10 0 5 10 15 25 30 35
OVA Concentragao (ng/mL)
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 0,010184541 0,010184541 7489,249095 3,54647E-13
Residual 8 1,08791E-05 1,35989E-06
Total 9 0,010195421
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0,000124551 0,000485304 0,25664541 0,803929408 -0,000994561 0,001243663
Variavel X 1 0,003313376 3,8287E-05 86,54044774 3,54647E-13 0,003225086 0,003401666
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Previsto Arel Residuais 0,003 - Variavel X 1 Desenho de residuais

1 0,001449901 -0,000239799 ®

2 0,001781239 -1,05101E-05 0,002 1

3 0,003437927 -0,000183592 - 0,001 °

4 0,005094615  0,000690916 _‘é 0 ‘5. | . | |

5  0,006751303 0,00042289 | " 0 ° 10 20 k10 40

6 0,01669143 -0,000297612 a 0,001 -

7 0,023318182 -0,001816537 -0,002 ¢

8 0,049825189 0,002479688 -0,003 - 3

9 0,066392069 -0,000677442 Variavel X 1

10 0,099525828 -0,000368001
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Limites de Detecc¢io e de Quantificaciao

Estudo da venlafaxina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
0.4 1173 470349 0.002
0.5 1561 409769 0.004
1 2811 384444 0.007
1.5 3800 360184 0.011
2 4706 320347 0.015
5 10749 312024 0.034
7 16373 330790 0.049
10 20861 328073 0.064
15 33384 311110 0.107
20 42940 336785 0.127
30 65002 329447 0.197
LD= 1,00

LQ= 3,04 0,250 1

SUMARIO DOS RESULTADOS 0,200 -+

Estatistica de regressio — 0.150 A

-0

Limites Venlafaxina - UR

R multiplo 0,999581831 5 0.100 - )
Quadrado de R 0,999163837 ’ y =0.0065x + 0.0009
Rz =0.9992
Quadrado de R ajustado 0,999059316 0,050 -
Erro-padrao 0,001970132 0,000 - T T T )
Observacdes 10 0 10 20 30 40
oA Concentra¢ao (ng/mL)
gl sQ MQ F F de significancia

Regressao 1 0,03710448 0,03710448 9559,508462 1,33711E-13
Residual 8 3,10514E-05 3,88142E-06
Total 9 0,037135532

Coeficientes Erro-padrdo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0,000934068 0,00080722 1,157142585 0,280594367 -0,000927383 0,00279552
Variavel X 1 0,006483883 6,63159E-05 97,77273885 1,33711E-13 0,006330958 0,006636807
RESULTADO RESIDUAL

Observacdo Previsto Arel Residuais

O 0 N O R W N

-
(=]

0,003527621
0,004176009
0,007417951
0,010659892
0,013901834
0,033353482
0,046321247
0,065772896
0,130611723

0,19545055

-0,001033653
-0,000367679
-0,000107331
-0,000109025
0,000787748
0,001097361
0,003175022
-0,002186111
-0,003113177
0,001856845

0,004 - Variavel X 1 Desenho de residuais
®

0,002 - °
2 o *
3 0w :
5 ) 10 20 30
x

-0,002 - ®

[ ]
-0,004 -

Variavel X 1

40
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Limites de Deteccio e de Quantificacio

Estudo da norsertralina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 1004 384444 0.003
1.5 1203 360184 0.003
2 1463 320347 0.005
5 3196 312024 0.010
7 4319 330790 0.013
10 6460 328073 0.020
20 14643 336785 0.043
30 20503 329447 0.062
50 35541 348975 0.102
80 59656 348822 0.171
LD= 2,75
LQ- 8,35 0,200 7 Limite Norsertralina - UR
SUMARIO DOS RESULTADOS 0,150 -
Estatistica de regressdo -
R maltiplo 0,999544715 | 205100 -
Quadrado de R 0,999089637 0,050 y = 0;&90:2(1])(9-98]0005
Quadrado de R ajustado 0,998975842 ’
Erro-padrao 0,00176631 0,000 T T T )
Observacdes 10 0 20 40 60 80 100
OVA Concentracdo (ng/mL)
gl sQ MQ F F de significGncia
Regressao 1 0,027391385 0,027391385 8779,70791 1,87877E-13
Residual 8 2,49588E-05 3,11985E-06
Total 9 0,027416344
Coeficientes Erro-padrdo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,000489036 0,000727649  -0,672077186 0,520467969 -0,002166997 0,001188925
Variavel X 1 0,002116103 2,25838E-05 93,70009557 1,87877E-13 0,002064025 0,002168182
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Previsto Arel Residuais
] 0,001627067 0,000985403 0,004 - Variavel X 1 Desenho de residuais
2 0,002685119 0,000654103
3 0,003743171  0,000823074 0,002 1 . ‘
4 0,010091481 0,000149945 -E ﬁ
5 0,014323687  -0,001267176 | 0 * : '
6 0,020671997 -0,000981766 é o® ‘ 20 100
7 0,04183303  0,001646672 -0,002 1
8 0,062994064 -0,000760734 °
9  0,10531613  -0,003472524 -0,004 - Varigvel X 1
10 0,16879923 0,002223003
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Limites de Detecc¢io e de Quantificaciao

Estudo da desmetilvenlafaxina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1.5 1690 360184 0.005
2 2476 320347 0.008
5 4398 312024 0.014
10 7113 328073 0.022
15 8867 311110 0.029
20 11719 336785 0.035
30 15364 329447 0.047
50 27542 348975 0.079
80 42467 348822 0.122
100 50971 339029 0.150
LD= 3,77
0,16 7 .. . -
LQ- 11,42 014 Limites Desmetilvenlafaxina - UR
SUMARIO DOS RESULTADOS 0,12 J
Estatistica de regressdo _ 0,11
[ ]
R miltiplo 0,999514342 | 50,08
0,06 -
drado de R 0,99902892 ’
Quadrado de 0,04 y = 0.0015x + 0.0054
Quadrado de R ajustado 0,998907535 0.02 - R2 = (0.9990
Erro-padrao 0,001659191 0 ‘ T \ T T w
Observacdes 10 0 20 40 60 80 100 120
Concentragao (ng/mL)
ANOVA
gl sQ mQ F F de significancia
Regressio 1 0,022657159 0,022657159 8230,247204 2,43247E-13
Residual 8 2,20233E-05 2,75291E-06
Total 9 0,022679182
Coeficientes Erro-padrdo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0,005354434 0,000726287 7,372338357 7,82418E-05 0,003679613 0,007029255
Variavel X 1 0,001453258 1,6019E-05 90,72070989 2,43247E-13 0,001416318 0,001490198
RESULTADO RESIDUAL
Ob: a Previsto Arel Residuai
pervas® revsToare colan 0,004 - variavel X 1 Desenho de residuais
1 0,007534322 -0,00284232
2 0,008260951 -0,000530346 0,002 |
3 0,012620726 0,001474442 ® o o
(%)
4 0,019887018 0,001794513 g 0 L | ° .
5 0,02715331 0,00134695 | 2 9 50 100
i)
6 0,034419602 0,000377635 x
-0,002 .
7 0,048952186 -0,002316002 o
8 0,078017354 0,000904665
-0,004 - B
9 0,121615105 0,000127483 Variavel X 1
10 0,150680273 -0,000337019
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Linearidade






Linearidade

Estudo da sertralina, em sangue.

0.871290628

0.0087088

Conc. (ng/mL)

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 141 76903 0.002
5 620 70127 0.009
10 681 77047 0.009
50 2843 55613 0.051
100 4376 41561 0.105
250 7972 29940 0.266
300 8420 26916 0.313
500 11056 20863 0.530
800 16003 18186 0.880
1000 18989 17361 1.094
SUMARIO DOS RESULTADOS 1.200 -
1.000 A Linearidade Sertralina - SG
Estatistica de regresséo 0.800 -
R multiplo 0.999824017 0,600
Quadrado de R 0.999648064 i_’ 0.400 y = 0é90=1 52—9 860042
Quadrado de R ajustado 0.999604072 0.200
Erro-padrao 0.00776982 0.000 . . . . .
Observacdes 10 0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracao (ng/mL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significancia
Regressao 1 1.371815035 1.371815035 22723.41795 4.1954E-15
Residual 8 0.000482961 6.03701E-05
Total 9 1.372297995
Coeficientes Erro-padrdo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0.004177104 0.003291035 -1.269237013  0.240034861 -0.011766245 0.003412037
Conc. (ng/mL) 0.001094335 7.25961E-06 150.7428869 4.1954E-15 0.001077594 0.001111075
RESULTADO RESIDUAL Conc. (ng/mL) Desenho de residuais
0.015
Observacao Previsto Arel Residuais
1 -0.003082769 0.004914047 0.01 [ ]
2 0.001294569  0.007540546 § 0.005 .
3 0.006766243 0.00207496 E
4 0.050539629 0.000579694 & 0 ¢ ) '
5 0.105256363  3.93121E-05 -0.005 ® 500 1000
6 0.269406562 -0.003138571
7 0.324123296  -0.011294266 -0.01 °
8 0.542990229 -0.013068247 0.015 hd
9
0

-

1.090157561

0.003643724
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Linearidade

Estudo da venlafaxina, em sangue.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 2224 64980 0.034
5 6954 63680 0.109
50 21352 56801 0.376
100 34815 53531 0.650
150 42070 46556 0.904
250 59312 42354 1.400
300 76067 44729 1.701
400 104701 44121 2.373
600 134601 37333 3.605
700 160171 39444 4.061
SUMARIO DOS RESULTADOS
4.000 - Linearidade Venlafaxina - SG
Estatistica de regresséo 3.000 -
R multiplo 0.999231997 | _
Quadrado de R 0.998464585 | & 2000 -
Quadrado de R ajustado 0.998272658 1.000 y = 0.0058x + 0.0435
Erro-padrao 0.059137595 R? = 0.9985
Observacdes 10 0.000 ' ) !
0 200 400 600 800
ANOVA Concentragao (ng/mL)
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 18.19382957  18.19382957  5202.316828 1.52065E-12
Residual 0.027978042  0.003497255
Total 18.22180761
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0.043473963 0.027740988 1.56713826  0.155717589 -0.020496869 0.107444796
Conc. (ng/mL) 0.005781997 8.0164E-05  72.12708803 1.52065E-12 0.005597138 0.005966855

RESULTADO RESIDUAL

Observacdo

Previsto Arel Residuais

O 0 N oy Ul AW N

0.04925596  -0.015035172
0.072383947 0.036823343
0.332573802 0.043325543

0.62167364 0.028699056
0.910773478  -0.007141976
1.488973155  -0.088581742
1.778072993  -0.077450537

2.35627267 0.016762812

3.512672024 0.092775677
4.0908717  -0.030177004

0.12

0.08

0.04

0

Conc. (ng/mL) Desenho de residuais

Residuais

-0.04

-0.08

-0.12

400 600 ¢ 800

Conc. (ng/mL)
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Linearidade

Estudo da norsertralina, em sangue.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 64 76903 0.001
5 282 70127 0.004
10 337 77047 0.004
50 1287 55613 0.023
100 2001 41561 0.048
250 4090 29940 0.137
300 4661 26916 0.173
400 4912 22989 0.214
600 7159 21005 0.341
1000 9852 17361 0.567
SUMARIO DOS RESULTADOS 0.600 1
Linearidade Norsertralina - SG
0.500 -
Estatistica de regresséo 0.400
R multiplo 0.99962022 0300 4

0.33799785

0.002838815

Conc. (ng/mL)

Quadrado de R 0.999240585 ]
< 0.200 y = 0.0006x - 0.0032
Quadrado de R ajustado 0.999145658 R? = 0.9992
0.100
Erro-padrao 0.005395719
Observacdes 10 0.000 ! ' ! ! !
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentragdo (ng/mlL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significancia
Regressao 1 0.306464002  0.306464002  10526.42416 9.09718E-14
Residual 8 0.00023291 2.91138E-05
Total 9 0.306696913
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0.003242557 0.002275543 -1.42495977  0.191991457 -0.008489967 0.002004854
Conc. (ng/mL) 0.000568734 5.5433E-06  102.5983634  9.09718E-14 0.000555951 0.000581517
RESULTADO RESIDUAL
Conc. (ng/mL) Desenho de residuais
Observacéo Previsto Arel Residuais 0.012
1 -0.002673823 0.003501734
0.008
2 -0.000398887 0.004416927 °
3 0.002444784 0.001928814 0.004 .
L)
4 0.025194144  -0.002053794 | 3 0 i ®
v T T
. -0. k)
5 0.053630845 0.005480959 g P * 500 1000
6 0.138940946  -0.002340731 -0.004 - .
7 0.167377647 0.005792508 -0.008 -
8 0.224251048  -0.010588946 ®
9 -0.012 -
0

0.565491455

0.00198563
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Linearidade

Estudo da desmetilvenlafaxina, em sangue.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 1561 64980 0.024
5 2054 63680 0.032
10 3212 58599 0.055

50 7928 56801 0.140
150 16055 46556 0.345
250 25705 42354 0.607
400 41216 44121 0.934
600 53035 37333 1.421
700 64459 39444 1.634
800 60256 33832 1.781

SUMARIO DOS RESULTADOS

2.000
Linearidade Desmetilvenlafaxina - SG

Estatistica de regressdo 1.500
R multiplo 0.999346115 _ 1.000
Quadrado de R 0.998692658 | 2
< y =0.0023x +0.0273
Quadrado de R ajustado 0.998529241 0.500 R? = 0.9987
Erro-padrao 0.026763729 0.000 . . .
Observacoes 10
0 200 400 600 800
Concentragdo (ng/mL)
ANOVA
al sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 4.377498358  4.377498358 6111.28811 7.99175E-13
Residual 8 0.005730377  0.000716297
Total 9 4.383228735
Coeficientes Erro-padrdo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0.027257581 0.012044917  2.262994549  0.053471882 -0.000518047  0.055033209
Conc. (ng/mL) 0.002258874 2.88952E-05  78.17472808  7.99175E-13 0.002192242  0.002325507
RESULTADO RESIDUAL
Conc. (ng/mL) Desenho de residuais
Observacdo Previsto Arel Residuais %%
1 0.029516455  -0.005487582 0.04 4 °
2 0.038551952 -0.00629292 0.02 - [ ]
3 0.049846322 0.004968954 = b
4 0.140201287  -0.000619107 é 0 ':- T 2 T v 1
5 0.366088699  -0.021233781 & 0.02 .200 400 600 800 1000
6 0.591976111 0.014931153
7 0.930807229  0.003359626 -0.04 1
8 1.382582053 0.038009751 -0.06 4 *
9 1.608469465 0.025703284 Conc. (ng/mL)
10 1.834356877  -0.053339379
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Linearidade

Estudo da sertralina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 509 284956 0.002
5 4114 290939 0.014
10 7943 284606 0.028
50 43532 289519 0.150
100 82532 281386 0.293
200 117163 264137 0.444
300 159414 241086 0.661
400 230474 248305 0.928
700 418403 271351 1.542
800 505503 278538 1.815
SUMARIO DOS RESULTADOS 2.000 -
Linearidade Sertralina - UR
Estatistica de regressdo 1.500 -
R multiplo 0.9991229
Quadrado de R 0.99824657 g 1.000 1
Quadrado de R ajustado 0.998027392 0.500 N
Erro-padrao 0.028943463
Observacdes 10 0.000 T T T ]
0 200 400 600 800 1000
Concentragio (ng/mL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significancia
Regressao 1 3.815402998  3.815402998  4554.486721 2.58652E-12
Residual 8 0.006701792  0.000837724
Total 9 3.822104791
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0.018082553 0.012450678 1.452334783 0.184473461 -0.010628762 0.046793869
Conc. (ng/mL) 0.002219966 3.28948E-05 67.48693741 2.58652E-12 0.002144111 0.002295821
RESULTADQ RESIDUAL
Conc. (ng/mL) Desenho de residuais
Observacao Previsto Arel Residuais 0-06 1 L]
1 0.020302519 -0.01851624
2 0.029182383  -0.015043642 0.03 1 . o R
3 0.040282213 -0.012373001 '%
4 0.129080852 0.021278846 -g 0 T |
5 0.24007915  0.053227069 E g . 500 1000
6 0.462075747 -0.018507332 -0.03 e °
7 0.684072345 -0.022839256
8 0.906068942 0.022120465
9 1.572058733 -0.030133996 006 -
10 1.79405533  0.020787087 Conc. (ng/mL)
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Linearidade

Estudo da venlafaxina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 2549 284956 0.009
5 11191 290939 0.038
10 20052 284606 0.070
50 94433 289519 0.326
150 221299 274385 0.807
300 371329 241086 1.540
400 507925 248305 2.046
500 630778 245790 2.566
600 753705 247154 3.050
700 927126 271351 3.417
SUMARIO DOS RESULTADOS 4.000 -
Linearidade Venlafaxina - UR
Estatistica de regressdo 3.000 A
R multiplo 0.999448861 | _ i
Quadrado de R 0.998898025 E 000
Quadrado de R ajustado 0.998760278 1.000 y = 0.0050x + 0.0421
Erro-padréo 0.046422393 R? = 0.9989
Observagdes 10 0.000 ! ! ! !
0 200 400 600 800
Concentracao (ng/mL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdancia
Regressao 1 15.62767901 15.62767901 7251.693524 4.034E-13
Residual 8 0.017240308  0.002155039
Total 9 15.64491932
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0.042116631 0.021561162  1.953356291 0.086542195 -0.007603497 0.09183676
Conc. (ng/mL) 0.004951316 5.81435E-05 85.15687596 4.034E-13 0.004817237 0.005085395
RESULTADO RESIDUAL
Conc. (ng/mL) Desenho de residuais
Observacdo Previsto Arel Residuais 01
1 0.047067947  -0.038121509
2 0.066873211  -0.028407421 0.05 o ° .
“
3 0.09162979 -0.021176196 'g Y . [ ]
4 0.289682426  0.036488838 | 2 0 : : : .
5 0.784814016  0.021714501 | & 200 400 600 800
6 1.527511401 0.012725749 0.05
7 2.022642991 0.022921251
8 2.517774581 0.04855452 *
9 3.012906171 0.036633691 -0.1 Conc. (ng/mL)
10 3.508037761 -0.091333422
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Linearidade

Estudo da norsertralina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 230 284956 0.001
5 2356 290939 0.008
10 4963 284606 0.017
50 28293 289519 0.098
100 56780 281386 0.202
250 116791 251496 0.464
300 121159 241086 0.503
400 179359 248305 0.722
700 319535 271351 1.178
800 389681 278538 1.399
SUMARIO DOS RESULTADOS 1.600 - . . .
1.400 - Linearidade Norsertralina - UR
— - 1.200 A
Estatistica de regressdo 1.000 -
R mdltiplo 0.999134349 0.800 -
Quadrado de R 0.998269447 g 0.600 y = 0.0017 + 0.0100
Quadrado de R ajustado 0.998053128 0.400 R? = 0.9983
Erro-padrfxo 0.022189585 gégg . . .
Observacoes 10 0 300 600 900
Concentragao (ng/mlL)
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 2.272224313  2.272224313  4614.799588 2.45414E-12
Residual 8 0.003939021  0.000492378
Total 9 2.276163334
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 957% superior
Interceptar 0.010014812 0.009641268  1.038744299  0.329297121 -0.012217991 0.032247615
Conc. (ng/mL) 0.00171696 2.52746E-05  67.93231623  2.45414E-12 0.001658677  0.001775244
RESULTADO RESIDUAL Conc. (ng/mL) Desenho de residuais
0.04 -
Observacdo Previsto Arel Residuais
1 0.011731772 -0.01092576 002 1 e e ¢
2 0.018599614  -0.010500622 ®
3 0.027184416 -0.00974608
4 0.09586283 0.001860059 '§ 0+ T !
5 0.181710849 0.020075939 E “ 500 1000
6 0.439254903 0.025130157 o -0.02 - .
7 0.525102922  -0.022548492
8 0.696798958 0.025533069 ®
9 1.211887068 -0.03431689 “0.04 - Conc. (ng/mL)
10 1.383583104 0.015438621
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Linearidade

Estudo da desmetilvenlafaxina, em urina.

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (pi) Arel
1 273 284956 0.001
5 2028 290939 0.007
50 13171 289519 0.045
100 21205 281386 0.075
150 33631 274385 0.123
300 53946 241086 0.224
400 73173 248305 0.295
500 89443 245790 0.364
600 105915 247154 0.429
800 164579 278538 0.591
SUMARIO DOS RESULTADOS 0700 -
0.600 - Linearidade Desmetilvenlafaxina - UR
Estatistica de regressdo 0.500 -
R multiplo 0.999581742 | 4440
@
Quadrado de R 0.999163658 | < 0.300 4
Quadrado de R ajustado 0.999059115 0200 y = 0.0007x + 0.0052
Erro-padrio 0.006146153 0100 R?=0.9992
Observacdes 10 0.000 . . .
0 300 600 900
ANOVA Concentragdo (ng/mlL)
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 0.361035188  0.361035188 9557.46538 1.33826E-13
Residual 8 0.000302202  3.77752E-05
Total 9 0.36133739
Coeficientes Erro-padréo Stat t valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar 0.005186958 0.002897785  1.789973499  0.111244026 -0.001495346  0.011869261
Conc. (ng/mL) 0.000723069 7.39619E-06  97.76229018  1.33826E-13 0.000706013  0.000740124
RESULTADO RESIDUAL
Conc. (ng/mL) Desenho de residuais
Observagdo Previsto Arel Residuais 0.012
1 0.005910026  -0.004952184 0.008 ¢ °
2 0.008802301 -0.00183156 0004 |
3 0.041340395 0.004154028 | ®
4 0.077493832  -0.002134598 ré 0 . 8 !
5 0.11364727  0.008920305 | & g o4 580 1000
6 0.222107582 0.001654098
7 0.294414457 0.000275374 -0.008
8 0.366721332  -0.002820808 -0.012 ¢
9 0.439028206  -0.010487856 Conc. (ng/mL)
10 0.583641956 0.007223202
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Repetibilidade






Repetibilidade

Estudo em sangue.

SERTRALINA VENLAFAXINA
Repetib_TRR Repetib_Areas Repetib_TRR Repetib_Areas

TR(min) TR pi (min) TRR  Area Areapi A/Api TR (min) TR pi(min) TRR  Area Areapi A/Api
3,89 1,38 2,819 39269 992796 0,079 1,71 1,38 1,239 474371 992796 0,956
3,88 1,38 2,812 30455 773536 0,079 1,7 1,38 1,232 361069 773536 0,934
50 ng/mL 3,89 1,39 2,799 2783 719718 0,077| 50ng/mL 1,72 1,39 1,237 337438 719718 0,938
3,89 1,39 2,799 11960 301754 0,079 1,73 1,39 1,245 120291 301754 0,797
3,88 1,37 2,832 23345 656507 0,071 1,7 1,37 1,241 329295 656507 1,003
Media 2,812 Media 0,077 Média 1,239 Média 0,925
Desv. pad. (s) 0,014 Desv. pad. (s) 0,003 Desv. pad. (s) 0,005 Desv. pad. (s) 0,077

CV (%) 05 CV (%) 4,5 CV (%) 0,4 cV (%) 8,3
3,88 1,38 2,812 75611 960958 0,079 1,7 1,38 1,232 951651 960958 0,990
3,88 1,38 2,812 64804 857239 0,076 1,71 1,38 1,239 742175 857239 0,866

200 ng/mL 3,88 1,37 2,832 50064 681338 0,073 | 200ng/mL 1,71 1,37 1,248 647693 681338 0,951
3,88 1,37 2,832 55356 667964 0,083 1,69 1,37 1,234 649238 667964 0,972
3,88 1,38 2,812 64710 717639 0,090 1,71 1,38 1,239 669120 717639 0,932
Media 2,820 Media 0,080 Média 1,238 Média 0,942
Desv. pad. (s) 0,011 Desv. pad. (s) 0,007 Desv. pad. (s) 0,006 Desv. pad. (s) 0,048

CV (%) 0,4 cV (%) 8,3 CV (%) 0,5 cV (%) 5,1
3,87 1,37 2,825 160856 948487 0,170 1,69 1,37 1,234 2247548 948487 2,370
3,88 1,38 2,812 129484 752000 0,172 1,7 1,38 1,232 1666050 752000 2,215

500 ng/mL 3,88 1,39 2,791 130321 721497 0,181 500 ng/mL 1,7 1,39 1,223 1602313 721497 2,221
3,85 1,37 2,810 105416 628821 0,168 1,69 1,37 1,234 1448940 628821 2,304
3,87 1,37 2,825 122637 689359 0,178 1,69 1,37 1,234 1556771 689359 2,258
Meédia 2,813 Media 0,174 Média 1,231 Meédia 2,274
Desv. pad. (s) 0,014 Desv. pad. (s) 0,006 Desv. pad. (s) 0,005 Desv. pad. (s) 0,064

CV (%) 05 CV (%) 3,2 CV (%) 0,4 CV (%) 2,8

NORSERTRALINA DESMETILVENLAFAXINA
Repetib_TRR Repetib_Areas Repetib_TRR Repetib_Areas

TR (min) TR pi(min) TRR  Area Areapi A/Api TR (min) TRpi(min) TRR  Area Areapi A/Api

3,76 1,38 2,725 16979 992796 0,034 0,78 1,38 0,565 82743 992796 0,167

3,76 1,38 2,725 11998 773536 0,031 0,78 1,38 0,565 65835 773536 0,170

50 ng/mL 3,77 1,39 2,712 11198 719718 0,031 50ng/mL 0,78 1,39 0,561 60997 719718 0,170
3,76 1,39 2,705 5493 301754 0,036 0,78 1,39 0,561 21654 301754 0,144

3,75 1,37 2,737 9172 656507 0,028 0,77 1,37 0,562 54847 656507 0,167

Meédia 2,721 Média 0,032 Média 0,563 Meédia 0,163

Desv. pad. (s) 0,012 Desv. pad. (s) 0,003 Desv. pad. (s) 0,002 Desv. pad. (s) 0,011

CV (%) 0,5 cvV (%) 10,1 CV (%) 0,4 V(%) 6,9

3,76 1,35 2,785 30248 960958 0,031 0,77 1,38 0,558 164118 960958 0,171

3,76 1,35 2,785 24843 857239 0,029 0,77 1,38 0,558 141761 857239 0,165

200 ng/mL 3,76 1,35 2,785 22276 681338 0,033 | 200ng/mL 0,77 1,37 0,562 120473 681338 0,177
3,75 1,34 2,799 18901 667964 0,028 0,78 1,37 0,569 115034 667964 0,172

3,76 1,34 2,806 20624 717639 0,029 0,77 1,38 0,558 130955 717639 0,182

Meédia 2,792 Média 0,030 Média 0,561 Média 0,174

Desv. pad. (s) 0,010 Desv. pad. (s) 0,002 Desv. pad. (s) 0,005 Desv. pad. (s) 0,006

CV (%) 0,3 CV (%) 6,4 CV (%) 0,9 CV (%) 3,7

3,74 1,37 2,730 65390 948487 0,069 0,77 1,37 0,562 401250 948487 0,423

3,75 1,38 2,717 49610 752000 0,066 0,78 1,38 0,565 324628 752000 0,432

500 ng/mL 3,75 1,39 2,698 50030 721497 0,069 | 500ng/mL 0,77 1,39 0,554 299037 721497 0,414
3,73 1,37 2,723 40199 628821 0,064 0,78 1,37 0,569 263553 628821 0,419

3,74 1,37 2,730 46939 689359 0,068 0,77 1,37 0,562 277745 689359 0,403

Media 2,720 Média 0,067 Média 0,563 Média 0,418

Desv. pad. (s) 0,013 Desv. pad. (s) 0,002 Desv. pad. (s) 0,006 Desv. pad. (s) 0,011

CV (%) 0,5 CV (%) 3,4 CV (%) 1,0 CV (%) 2,5
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Repetibilidade

Estudo em urina.

SERTRALINA - UR VENLAFAXINA - UR
Repetib_TRR Repetib_Areas Repetib_TRR Repetib_Areas

TR (min) TR pi(min) TRR  Area Areapi A/Api TR (min) TR pi(min) TRR  Area Areapi A/Api
3,92 1,42 2,761 51871 303021 0,171 1,75 1,42 1,232 85422 303021 0,282
3,93 1,42 2,768 45945 255708 0,180 1,75 1,42 1,232 77759 255708 0,304
50 ng/mL 3,92 1,41 2,780 43434 240610 0,181] 50ng/mL 1,75 1,41 1,241 73164 240610 0,304
3,92 1,42 2,761 36833 224490 0,164 1,75 1,42 1,232 56494 224490 0,252
3,92 1,41 2,780 32655 196379 0,166 1,75 1,41 1,241 52216 196379 0,266
Meédia 2,770 Media 0,172 Media 1,236 Media 0,282
Desv. pad. (s) 0,010 Desv. pad. (s) 0,008 Desv. pad. (s) 0,005 Desv. pad. (s) 0,023

CV (%) 0,4 CV (%) 4,4 CV (%) 0,4 CV (%) 8,2
3,9 1,43 2,727 171871 308155 0,558 1,76 1,43 1,231 302972 308155 0,983
3,91 1,43 2,734 164888 283677 0,581 1,76 1,43 1,231 294164 283677 1,037
200 ng/mL 3,91 1,41 2,773 161723 269523 0,600 | 200ng/mL 1,75 1,41 1,241 286103 269523 1,062
3,91 1,41 2,773 141469 240295 0,589 1,75 1,41 1,241 215129 240295 0,895
3,91 1,41 2,773 135867 250036 0,543 1,75 1,41 1,241 221201 250036 0,885
Média 2,756 Media 0,574 Media 1,237 Media 0,972
Desv. pad. (s) 0,023 Desv. pad. (s) 0,023 Desv. pad. (s) 0,006 Desv. pad. (s) 0,080

CV (%) 0,8 CV (%) 4,0 CV (%) 0,5 CV (%) 8,3
3,9 1,41 2,766 351324 337795 1,040 1,74 1,41 1,234 632952 337795 1,874
3,9 1,41 2,766 341267 314691 1,084 1,74 1,41 1,234 614726 314691 1,953
500 ng/mL 3,9 1,43 2,727 352673 322508 1,094 | 500ng/mL 1,74 1,43 1,217 604063 322508 1,873
3,9 1,41 2,766 329332 290192 1,135 1,73 1,41 1,227 552063 290192 1,902
3,9 1,41 2,766 334920 282256 1,187 1,74 1,41 1,234 570061 282256 2,020
Média 2,758 Media 1,108 Media 1,229 Meédia 1,924
Desv. pad. (s) 0,017 Desv. pad. (s) 0,055 Desv. pad. (s) 0,008 Desv. pad. (s) 0,062

CV (%) 0,6 CV (%) 5,0 CV (%) 0,6 CV (%) 3,2

NORSERTRALINA - UR DESMETILVENLAFAXINA - UR
Repetib_TRR Repetib_Areas Repetib_TRR Repetib_Areas

TR (min) TRpi(min) TRR  Area Areapi A/Api TR(min) TRpi(min) TRR Area Areapi A/Api

3,79 1,42 2,669 27814 303021 0,092 0,88 1,42 0,620 20810 303021 0,069

3,8 1,42 2,676 23663 255708 0,093 0,88 1,42 0,620 16683 255708 0,065

50 ng/mL 3,79 1,41 2,688 22774 240610 0,095 50 ng/mL 0,87 1,41 0,617 15448 240610 0,064
3,78 1,42 2,662 17769 224450 0,079 0,88 1,42 0,620 12546 224490 0,056

3,78 1,41 2,681 14808 196379 0,075 0,85 1,41 0,603 9806 196379 0,050

Média 2,675 Média 0,087 Média 0,616 Média 0,061

Desv. pad. (s) 0,010 Desv. pad. (s) 0,009 Desv. pad. (s) 0,007 Desv. pad. (s) 0,008

CV (%) 0,4 cv (%) 10,1 TV (%) 1,2 CV (%) 12,6

3,77 1,43 2,636 104128 308155 0,338 0,86 1,43 0,601 58978 308155 0,191

3,78 1,43 2,643 101684 283677 0,358 0,89 1,43 0,622 58870 283677 0,208

200 ng/mL 3,77 1,41 2,674 100820 269523 0,374 | 200ng/mL 0,86 1,41 0,610 55577 269523 0,206
3,78 1,41 2,681 76290 240295 0,317 0,85 1,41 0,603 41897 240295 0,174

3,78 1,41 2,681 72623 250036 0,290 0,88 1,41 0,624 46299 250036 0,185

Média 2,663 Média 0,336 Média 0,612 Meédia 0,193

Desv. pad. (s) 0,021 Desv. pad. (s) 0,033 Desv. pad. (s) 0,011 Desv. pad. (s) 0,014

CV (%) 0,8 CV (%) 9,9 cv (%) 1,7 V(%) 7.3

3,77 1,41 2,674 203932 337795 0,604 0,86 1,41 0,610 119332 337795 0,353

3,77 1,41 2,674 208727 314691 0,663 0,87 1,41 0,617 129066 314691 0,410

500 ng/mL 3,77 1,43 2,636 208068 322508 0,645 | 500ng/mL 0,9 1,43 0,629 145163 322508 0,450
3,77 1,41 2,674 193637 290192 0,667 0,87 1,41 0,617 114151 290192 0,393

3,77 1,41 2,674 198080 282256 0,702 0,89 1,41 0,631 126849 282256 0,449

Média 2,666 Média 0,656 Média 0,621 Média 0,411

Desv. pad. (s) 0,017 Desv. pad. (s) 0,036 Desv. pad. (s) 0,009 Desv. pad. (s) 0,041

CV (%) 0,6 CV (%) 5,5 CV (%) 1,5 CV (%) 9,9
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Precisao Intermédia






Precisao Intermédia

Estudo para a sertralina, em sangue.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
R? 0,9921 0,9935 0,9962 0,9914 0,9993
Declive 0,0016 0,0013 0,0004 0,0005 0,0002
YO -0,0301 -0,0312 0,0036 -0,0040 0,0117
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 50,9 48,8 50,7 50,7 50,4
Replicado 2 51,1 51,5 49,8 49,7 50,4
Replicado 3 50,7 48,7 49,9 49,9 51,1
Média 50,9 49,7 50,1 50,1 50,6
Recuperacéo 101,8 99,3 100,3 100,2 101,3
Concenc. Média 50,3
Recuperacio Média 100,6
Repetibilidade (S,) 0,8
Between Run (S ) 0,2
Precisdo intermédia 0,8
C.V (%) 1,0
Gama Média 200 ng/mL
Replicado 1 196,3 193,8 204,0 204,2 204,4
Replicado 2 203,5 187,4 202,2 193,0 202,9
Replicado 3 200,9 202,9 208,4 197,3 202,2
Média 200,2 194,7 204,9 198,2 203,2
Recuperacéo 100,1 97,3 102,4 99,1 101,6
Concenc. Média 200,2
Recuperacéo Média 100,1
Repetibilidade (S,) 4,8
Between Run (S ) 2,9
Precisdo intermédia 5,6
C.V (%) 2,0
Gama Alta 500 ng/mL
Replicado 1 496,1 516,0 481,0 499,4 500,9
Replicado 2 499,1 514,6 486,9 497,6 502,2
Replicado 3 498,4 507,9 493,8 501,2 497,9
Média 497,9 512,9 487,2 499,4 500,3
Recuperacéo 99,6 102,6 97.4 99,9 100,1
Concenc. Média 499,5
Recuperacdo Média 99,9
Repetibilidade (S) 3,8
Between Run (5,) 8,8
Precisdo intermédia 9,6
C.V (%) 1,8
C.Vpool 1,7
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Precisao Intermédia

Estudo para a venlafaxina, em sangue.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
R? 0,9976 0,9969 0,9958 0,9929 0,9905
Declive 0,0044 0,0051 0,0045 0,0053 0,0053
YO 0,1788 0,1338 0,0444 0,0618 -0,0165
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 51,2 50,4 48,1 48,9 50,3
Replicado 2 48,8 51,6 46,8 47,2 50,0
Replicado 3 50,7 43,7 47,1 49,7 50,7
Média 50,3 48,6 47,3 48,6 50,3
Recuperac¢do 100,5 97,2 94,6 97,2 100,7
Concenc. Média 49,0
Recuperag &0 Média 98,0
Repetibilidade (Sr) 2,1
Between Run (5_,) 0,4
Precisdo intermédia 2,1
C.V (%) 2,6
Gama Média 200 ng/mL
Replicado 1 201,5 203,2 209,7 200,1 216,4
Replicado 2 199,5 199,8 200,9 198,8 216,1
Replicado 3 202,8 217,0 205,7 199,6 209,6
Média 201,3 206,7 205,4 199,5 214,0
Recuperac do 100,6 103,3 102,7 99,7 107,0
Concenc. Média 205,4
Recuperac &o Média 102,7
Repetibilidade (S,) 4,9
Between Run (S ) 4,9
Precisdo intermédia 6,9
C.V (%) 2,8
Gama A lta 500 ng/mL
Replicado 1 479,2 496,4 481,4 504,7 500,1
Replicado 2 506,7 515,3 482,6 502,3 502,1
Replicado 3 503,3 508,1 501,1 505,5 498,7
Média 496,4 506,6 488,3 504,2 500,3
Recuperac do 99,3 101,3 97,7 100,8 100,1
Concenc. Média 499,2
Recuperacdo Média 99,8
Repetibilidade (S,) 9,4
Between Run (S_) 4,7
Precisdo intermédia 10,5
C.V (%) 1,4
C.Vpool 2,3
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Precisao Intermédia

Estudo para a norsertralina, em sangue.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
R? 0,9985 0,9964 0,9924 0,9922 0,9982
Dec live 0,0004 0,0005 0,0001 0,0002 0,0001
YO -0,0069 -0,0103 0,0019 -0,0018 0,0030
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 48,0 46,4 52,4 52,3 51,4
Replicado 2 48,7 44,4 52,6 51,8 50,2
Replicado 3 49,9 46,3 50,5 52,9 50,3
Média 48,9 45,7 51,8 52,3 50,6
Recuperacédo 97,7 91,4 103,6 104,7 101,2
Concenc. Média 49,9
Recuperagido Média 99,7
Repetibilidade (S,) 0,9
Between Run (5_,) 2,6
Precisdo intermédia 2,8
C.V (%) 5,4
Gama Média 200 ng/mL
Replicado 1 205,5 193,0 208,4 179,1 193,1
Replicado 2 199,9 194,1 2031 175,6 194,4
Replicado 3 198,5 205,8 206,5 194,8 193,8
Média 201,3 197,6 206,0 183,1 193,8
Recuperacéo 100,6 98,8 103,0 91,6 96,9
Concenc. Média 196,4
Recuperacio Média 98,2
Repetibilidade (S) 6,0
Between Run (S_,) 8,0
Precisdo intermédia 9,9
C.V (%) 4,4
Gama Alta 500 ng/mL
Replicado 1 504,7 500,6 505,4 501,9 495,2
Replicado 2 506,2 527,0 499,9 503,8 496,7
Replicado 3 506,8 522,4 509,0 505,5 498,5
Média 505,9 516,7 504,8 503,7 496,8
Recuperacéo 101,2 103,3 101,0 100,7 99,4
Concenc. Média 505,6
Recuperacio Média 101,1
Repetibilidade (S,) 6,7
Between Run (5 ) 6,0
Precisdo intermédia 9,0
C.V (%) 1,4
C.Vpool 4,1
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Precisao Intermédia

Estudo para a desmetilvenlafaxina, em sangue.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
RZ 0,9985 0,9933 0,9977 0,9927 0,9912
Declive 0,0010 0,0011 0,0008 0,0009 0,0015
YO 0,0332 0,0520 0,0059 0,0111 -0,0205
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 46,3 45,1 47,1 47,9 50,8
Replicado 2 46,0 49,2 48,1 443 50,7
Replicado 3 51,0 46,1 47,9 51,3 50,9
Média 47,8 46,8 47,7 47,9 50,8
Recuperacéo 95,5 93,6 95,4 95,7 101,6
Concenc. Média 48,2
Recuperac &o Média 96,4
Repetibilidade (S,) 2,2
Between Run (S ) 0,8
Precisdo intermédia 2,4
C.V (%) 3,2
Gama Média 200 ng/mL
Replicado 1 206,1 205,1 200,4 213,7 204,1
Rep licado 2 200,7 203,0 207,7 202,8 200,1
Replicado 3 194,0 219,0 202,1 202,1 199,3
Média 200,3 209,0 203,4 206,2 201,2
Recuperacédo 100,1 104,5 101,7 103,1 100,6
Concenc. Média 204,0
Recuperac o Média 102,0
Repetibilidade (S)) 5,9
Between Run (Sm) 1,2
Precisdo intermeédia 6,0
C.V (%) 1,8
Gama Alta 500 ng/mL
Replicado 1 500,4 525,2 496,4 502,1 500,0
Replicado 2 493,8 499,7 502,1 503,9 499,3
Replicado 3 508,9 511,6 482,4 511,0 501,0
Média 501,0 512,1 493,6 505,7 500,1
Recuperacéo 100,2 102,4 98,7 101,1 100,0
Concenc. Média 502,5
Recuperacg do Média 100,5
Repetibilidade (S)) 8,3
Between Run (S_ ) 4,9
Precisdo intermédia 9,7
C.V (%) 1,4
C.Vpool 2,2
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Precisao Intermédia

Estudo para a sertralina, em urina.

Data 1° DIA (06.03.13) | 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) | 4° DIA (13.03.13) | 5° DIA (15.03.13)
R? 0,9963 0,9993 0,9992 0,996 0,9996
Declive 0,0028 0,0037 0,0035 0,0042 0,0030
YO0 0,0468 0,0080 -0,0249 0,0282 -0,0244
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 51,2 45,2 50,9 48,3 51,6
Replicado 2 51,2 46,2 50,8 48,6 53,5
Replicado 3 53,0 44,2 49,8 50,6 52,3
Média 51,8 45,2 50,5 49,2 52,5
Recuperacéo 103,7 90,4 101,0 98,3 104,9
Concenc. Média 49,8
Recuperacio Média 99,7
Repetibilidade (S)) 1,0
Between Run (5 _) 2,8
Precisdo intermédia 3,0
C.V (%) 5,8
Gama Média 200 ng/mL
Replicado 1 194,4 185,6 223,4 209,5 182,8
Replicado 2 190,9 190,6 192,8 199,0 195,7
Replicado 3 197,6 192,5 202,2 195,1 195,2
Média 194,3 189,5 206,1 201,2 191,2
Recuperagéo 97,1 94,8 103,1 100,6 95,6
Concenc. Média 196,5
Recuperacio Média 98,2
Repetibilidade (S)) 8,7
Between Run (S_) 4,9
Precisdo intermédia 10,0
C.V (%) 3,6
Gama Alta 500 ng/mL
Replicado 1 509,4 516,6 483,1 501,6 479,0
Replicado 2 511,8 504,9 483,6 497,4 490,8
Replicado 3 498,4 524,8 483,7 508,1 491,4
Média 506,5 515,4 483,5 502,4 487,1
Recuperagéo 101,3 103,1 96,7 100,5 97,4
Concenc. Média 499,0
Recuperacio Média 99,8
Repetibilidade (5)) 6,8
Between Run (S _) 12,9
Precisdo intermédia 14,5
C.V (%) 2,7
C.Vpool 4,2
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Precisao Intermédia

Estudo para a venlafaxina, em urina.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
R? 0,9949 0,9951 0,9987 0,9914 0,9986
Declive 0,0040 0,0042 0,0049 0,0061 0,0056
YO0 0,118 0,0693 0,0311 0,1224 -0,0361
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 47,5 51,9 43,5 46,7 53,5
Replicado 2 47,9 48,6 45,5 48,0 53,8
Replicado 3 47,0 49,3 44,2 51,1 52,1
Média 47,4 49,9 44,4 48,6 53,2
Recuperag ao 94,9 99,9 88,8 97,2 106,3
Concenc. Média 48,7
Recuperacdo Média 97,4
Repetibilidade (S) 1,4
Between Run (5 _,) 31
Precisdo intermeédia 3,4
C.V (%) 6,6
Gama Média 200 ng/mL
Replicado 1 202,2 209,8 220,6 212,9 181,1
Replicado 2 210,0 203,5 200,1 219,8 189,4
Replicado 3 221,4 212,3 208,0 207,0 189,8
Média 21,2 208,5 209,5 213,3 186,8
Recuperag ao 105,6 104,3 104,8 106,6 93,4
Concenc. Média 205,9
Recuperacdo Média 102,9
Repetibilidade (S,) 7,6
Between Run (S ) 9,9
Precisdo intermeédia 12,5
C.V (%) 5,3
Gama Alta 500 ng/mL
Replicado 1 499,8 498,4 493,9 496,7 488,9
Replicado 2 507,5 518,0 488,6 511,9 489,0
Replicado 3 511,8 520,6 502,0 508,9 486,6
Média 506,4 512,3 494,8 505,8 488,2
Recuperag ao 101,3 102,5 99,0 101,2 97,6
Concenc. Média 501,5
Recuperacdo Média 100,3
Repetibilidade (S,) 7,7
Between Run (S ) 8,7
Precisdo intermeédia 11,6
C.V (%) 1,9
C.Vpool 5,0
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Precisao Intermédia

Estudo para a norsertralina, em urina.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
R? 0,9963 0,9971 0,9994 0,9994 0,9988
Declive 0,0018 0,0021 0,0014 0,0019 0,0019
YO 0,0301 -0,0123 -0,0064 -0,0040 -0,0234
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 45,4 53,6 47,7 50,8 51,5
Replicado 2 43,9 50,0 48,3 52,0 52,5
Replicado 3 46,4 49,9 48,3 51,6 51,0
Média 45,2 51,2 48,1 51,5 51,7
Recuperagdo 90,5 102,3 96,2 102,9 103,4
Concenc. Média 49,5
Recuperacdo Média 99,1
Repetibilidade (S,) 1,2
Between Run (Smn) 2,7
Precisdo intermédia 3,0
C.V (%) 57
Gama Média 200 ng/mL
Replicado 1 185,1 196,1 224,8 219,2 197,2
Replicado 2 185,3 196,2 194,5 196,9 185,8
Replicado 3 194,1 202,8 200,1 195,5 192,5
Média 188,2 198,3 206,5 203,9 191,8
Recuperacdo 94,1 99,2 103,2 101,9 95,9
Concenc. Média 197,7
Recuperacdo Média 98,9
Repetibilidade (S,) 10,1
Between Run (5 ) 5,1
Precisédo intermédia 11,3
C.V (%) 3,9
Gama Alta 500 ng/mL
Replicado 1 465,6 493,7 489,8 494,6 498,0
Replicado 2 493,8 498,7 504,8 503,9 491,6
Replicado 3 495,0 497,8 494,5 503,0 493,9
Média 484,8 496,8 496,4 500,5 494,5
Recuperacdo 97,0 99,4 99,3 100,1 98,9
Concenc. Média 494,6
Recuperacdo Média 98,9
Repetibilidade (S)) 8,7
Between Run (S ) 3,0
Precisédo intermédia 9,2
C.V (%) 1,2
C.Vpool 4,0
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Precisao Intermédia

Estudo para a desmetilvenlafaxina, em urina.

Data 1° DIA (06.03.13) | 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) | 4° DIA (13.03.13) | 5°DIA (15.03.13)
R? 0,9917 0,9994 0,999 0,9939 0,9976
Declive 0,0008 0,0006 0,0004 0,0005 0,0010
YO0 0,0244 0,0170 -0,0019 0,0025 -0,0143
Gama Baixa 50 ng/mL
Replicado 1 46,4 47,9 49,9 49,4 50,4
Replicado 2 48,9 53,0 49,6 46,4 49,0
Replicado 3 49,3 48,2 49,6 46,4 49,8
Média 48,2 49,7 49,7 47,4 49,7
Recuperacéo 96,3 99,4 99,4 94,9 99,4
Concenc. Média 48,9
Recuperac o Média 97,9
Repetibilidade (S)) 1,7
Between Run (S,_,) 0,4
Precisdo intermédia 1,7
C.V (%) 2,2
Gama Meédia 200 ng/mL
Replicado 1 223,1 176,4 224,1 211,8 187,1
Replicado 2 210,9 186,6 192,7 205,0 189,5
Replicado 3 210,1 189,8 213,9 215,5 186,1
Média 214,7 184,3 210,2 210,7 187,6
Recuperacéo 107,4 92,1 105,1 105,4 93,8
Concenc. Média 201,5
Recuperacdo Media 100,7
Repetibilidade (S)) 8,8
Between Run (5 _ ) 13,4
Precisédo intermédia 16,1
C.V (%) 71
Gama Alta 500 ng/mL
Replicado 1 497,8 476,7 486,2 510,5 484,8
Replicado 2 503,3 482,7 478,3 508,6 488,6
Replicado 3 477,6 482,0 479,1 502,6 483,0
Média 492,9 480,5 481,2 507,2 485,5
Recuperagéo 98,6 96,1 96,2 101,4 97,1
Concenc. Média 489,4
Recuperac o Média 97,9
Repetibilidade (S)) 6,9
Between Run (S ) 10,4
Precisdo intermédia 12,4
C.V (%) 2,3
C.Vpool 4,5
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Exactidao






Exactidao

Estudo para a sertralina, em sangue.

Data

Equagio

1° DIA (06.03.13)
y =0.0016x - 0.0301

2° DIA (07.03.13)
y =0.0013x - 0.0312

3° DIA (08.03.13)
y =0.0004x + 0.0036

4° DIA (13.03.13)
y =0.0005x - 0.0040

5° DIA (15.03.13)
y =0.0002x + 0.0117

Gama Baixa 50 ng

Meédia 50,9 49,7 50,1 50,1 50,6
Recuperagéo 101,8 99,3 100,3 100,2 101,3
Media 100,6
Desvio padrio 0,98
C.V (%) 1,0
N 5
Texp 1,28
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,4
Incerteza padrio rel. 0,004
Gama Média/Alta 200 ng
Média 200,2 194,7 2049 198,2 203,2
Recuperagio 100,1 97,3 102,4 99,1 101,6
Concenc. Média 100,1
Desvio padrio 2,02
C.V (%) 2,0
N 5
Texp 0,12
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,9
Incerteza padréo rel. 0,009
Gama Média/Alta 500 ng
Média 497,9 512,9 487,2 4994 500,3
Recuperagéo 99,6 102,6 97,4 99,9 100,1
Concenc. Média 99,9
Desvio padrio 1,82
C.V (%) 1,8
N 5
Texp 0,11
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,8
Incerteza padréo rel. 0,008
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Exactidao

Estudo para a venlafaxina,

em sangue.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
Equagdo y =0.0044x + 0.1788 y =0.0051x +0.1338 y=0.0045x + 0.0444 y =0.0053x + 0.0618 y =0.0053x - 0.0165
Gama Baixa 50 ng
Média 50,3 48,6 47,3 48,6 50,3
Recuperagio 100,5 97,2 94,6 97,2 100,7
Média 98,0
Desvio padrao 2,55
C.V (%) 2,6
N 5
Texp 1,72
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,1
Incerteza padrao rel. 0,012
Gama Meédia/Alta 200 ng
Média 201,3 206,7 205,4 199,5 214,0
Recuperagio 100,6 103,3 102,7 99,7 107,0
Concenc. Média 102,7
Desvio padrao 2,83
C.V (%) 2,8
N 5
Texp 2,13
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,3
Incerteza padrao rel. 0,013
Gama Média/Alta 500 ng
Media 496,4 506,6 488,3 504,2 500,3
Recuperagao 99,3 101,3 97,7 100,8 100,1
Concenc. Média 99,8
Desvio padrio 1,44
C.V (%) 1,4
N 5
Texp 0,26
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,6
Incerteza padrao rel. 0,006
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Exactidao

Estudo para a norsertralina, em sangue.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
Equagao y = 0.0004x - 0.0069 y =0.0005x% - 0.0103 y = 0.0001x +0.0019 vy =0.0002x-0.0018 | y=0.0001x +0.0030
Gama Baixa 50 ng
Media 48,9 45,7 51,8 52,3 50,6
Recuperagio 97,7 91,4 103,6 104,7 101,2
Média 99,7
Desvio padrio 5,36
C.V (%) 5,4
N 5
Texp 0,11
Terit 2,78
Incertezade R% 2,4
Incertezapadrao rel. 0,024
Gama Média/Alta 200 ng
Média 201,3 197,6 206,0 183,1 193,8
Recuperagio 100,6 98,8 103,0 91,6 96,9
Concenc. Média 98,2
Desvio padréo 4,33
C.V (%) 4,4
N 5
Texp 0,94
Terit 2,78
Incertezade R% 1,9
Incertezapadréo rel. 0,019
Gama Média/Alta 500 ng
Média 505,9 516,7 504,8 503,7 496,8
Recuperagio 101,2 103,3 101,0 100,7 99,4
Concenc. Média 101,1
Desvio padréo 1,43
C.V (%) 1,4
N 5
Texp 1,75
Terit 2,78
Incertezade R% 0,6
Incertezapadrao rel. 0,006
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Exactidao

Estudo para a desmetilvenlafaxina, em sangue.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
Equagio y =0.0010x + 0.0332 y=0.0011x + 0.0520 y=0.0008x +0.0059 y=0.0009x +0.0111 y=0.0015x - 0.0205
Gama Baixa 50 ng
Média 47,8 46,8 47,7 47,9 50,8
Recuperagao 95,5 93,6 95,4 95,7 101,6
Média 96,4
Desvio padrao 3,056
C.V (%) 3,2
N 5
Texp 2,65
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,4
Incerteza padrao rel. 0,014
Gama Média/Alta 200 ng
Média 200,3 209,0 203,4 206,2 201,2
Recuperagao 100,1 104,5 101,7 103,1 100,6
Concenc. Média 102,0
Desvio padrio 1,81
C.V (%) 1,8
N 5
Texp 2,49
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,8
Incerteza padrao rel. 0,008
Gama Média/Alta 500 ng
Média 501,0 512,1 493,6 505,7 500,1
Recuperagdo 100,2 102,4 98,7 101,1 100,0
Concenc. Média 100,5
Desvio padrio 1,38
C.V (%) 1,4
N 5
Texp 0,82
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,6
Incerteza padrao rel. 0,006
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Exactidao

Estudo para a sertralina, em urina.

Data

Equagéo

1° DIA (06.03.13)
y=0.0028x + 0.0468

2° DIA (07.03.13)
y =0.0037x + 0.0080

3° DIA (08.03.13)
y =0.0035x - 0.0249

4° DIA (13.03.13)
y =0.0042x + 0.0282

5° DIA (15.03.13)
y=0.0030x - 0.0244

Gama Baixa 50 ng

Meédia 51,8 45,2 50,5 49,2 52,5
Recuperagdo 103,7 90,4 101,0 98,3 104,9
Média 99,7
Desvio padrao 5,77
C.V (%) 5,8
N 5
Texp 0,13
Terit 2,78
Incerteza de R% 2,6
Incerteza padréo rel. 0,026
Gama Média/Alta 200 ng
Média 194,3 189,5 206,1 201,2 191,2
Recuperagdo 97,1 94,8 103,1 100,6 95,6
Concenc. Média 98,2
Desvio padrio 3,50
C.V (%) 3,6
N 5
Texp 1,13
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,6
Incerteza padréo rel. 0,016
Gama Média/Alta 500 ng
Média 506,5 515,4 483,5 502,4 487,1
Recuperagdo 101,3 103,1 96,7 100,5 97,4
Concenc. Média 99,8
Desvio padrio 2,69
C.V (%) 2,7
N 5
Texp 0,17
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,2
Incerteza padréo rel. 0,012
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Exactidao

Estudo para a venlafaxina,

em urina.

Data

Equagao

1° DIA (06.03.13)
y = 0.0040x + 0.1118

2° DIA (07.03.13)
y = 0.0042x + 0.0693

3° DIA (08.03.13)
y =0.0049x - 0.0311

4° DIA (13.03.13)
y =0.0061x +0.1224

5° DIA (15.03.13)
y = 0.00%6x - 0.0361

Gama Baixa 50 ng

Média 47,4 49,9 44,4 48,6 53,2
Recuperagio 94,9 99,9 88,8 97,2 106,3
Média 97,4
Desvio padrido 6,44
C.V (%) 6,6
N 5
Texp 0,90
Terit 2,78
Incerteza de R% 2,9
Incerteza padrio rel. 0,030
Gama Média/Alta 200 ng
Média 211,2 208,5 209,5 213,3 186,8
Recuperagio 105,6 104,3 104,8 106,6 93,4
Concenc. Média 102,9
Desvio padrio 5,41
C.V (%) 5,3
N 5
Texp 1,21
Terit 2,78
Incerteza de R% 2,4
Incerteza padréo rel. 0,024
Gama Média/Alta 500 ng
Média 506,4 512,3 494,83 505,8 488,2
Recuperagio 101,3 102,5 99,0 101,2 97,6
Concenc. Média 100,3
Desvio padrio 1,96
C.V (%) 1,9
N 5
Texp 0,35
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,9
Incerteza padrio rel. 0,009
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Exactidao

Estudo para a norsertralina, em urina.

Data

Equagéao

1° DIA (06.03.13)
y =0.0018x + 0.0301

2° DIA (07.03.13)
y =0.0021x-0.0123

3° DIA (08.03.13)
y =0.0014x - 0.0064

4° DIA (13.03.13)
y =0.0019x - 0.0040

5° DIA (15.03.13)
y =0.0019x - 0.0234

Gama Baixa 50 ng

Média 45,2 51,2 48,1 51,5 51,7
Recuperagio 90,5 102,3 96,2 102,9 103,4
Média 99,1
Desvio padrio 5,61
CV (%) 57
N 5
Texp 0,37
Terit 2,78
Incerteza de R% 2,6
Incerteza padréo rel. 0,025
Gama Média/Alta 200 ng
Média 188,2 198,3 206,5 203,9 191,8
Recuperagio 94,1 99,2 103,2 101,9 95,9
Concenc. Média 98,9
Desvio padrio 3,88
CV (%) 3,9
N 5
Texp 0,65
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,7
Incerteza padréo rel. 0,017
Gama Média/Alta 500 ng
Média 484,8 496,8 496 ,4 500,5 494,5
Recuperagio 97,0 99,4 99,3 100,1 98,9
Concenc. Média 98,9
Desvio padrio 1,18
C.V (%) 1,2
N 5
Texp 2,06
Terit 2,78
Incerteza de R% 0,5
Incerteza padrdo rel. 0,005
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Exactidao

Estudo para a desmetilvenlafaxina, em urina.

Data 1° DIA (06.03.13) 2° DIA (07.03.13) 3° DIA (08.03.13) 4° DIA (13.03.13) 5° DIA (15.03.13)
Equagdo y =0.0008x + 0.0244 y = 0.0006x + 0.0170 y = 0.0004x - 0.0019 y =0.0005x + 0.0025 y=0.0010x - 0.0143
Gama Baixa 50 ng
Média 48,2 49,7 49,7 47,4 49,7
Recuperagio 96,3 99,4 99,4 94,9 99,4
Média 97,9
Desvio padrdo 2,15
C.V (%) 2,2
N 5
Texp 2,21
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,0
Incerteza padrao rel. 0,010
Gama Média/Alta 200 ng
Média 214,7 184,3 210,2 210,7 187,6
Recuperagio 107,4 92,1 105,1 105,4 93,8
Concenc. Média 100,7
Desvio padrio 7,19
C.V (%) 7,1
N 5
Texp 0,23
Terit 2,78
Incerteza de R% 3,2
Incerteza padrao rel. 0,032
Gama Média/Alta 500 ng
Média 492,9 480,5 481,2 507,2 485,5
Recuperagido 98,6 96,1 96,2 101,4 97,1
Concenc. Média 97,9
Desvio padrio 2,22
C.V (%) 2,3
N 5
Texp 2,13
Terit 2,78
Incerteza de R% 1,0
Incerteza padréo rel. 0,010
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Efeito Matriz






Efeito Matriz

Estudo em sangue.

Sertralina Venlafaxina Norsertralina Desmetilvenlafaxina Zolpidem-dé
Anps Média Area Anps Média Area Anps Média Area Anps Média Area Anps Média Area
1320 65812 630 12718 307068
- - - - -
£ 432 E 27374 E 216 E 7304 E 138882
B 399 607 |2 1uze  20M6 |[® s m |® em 7388 |2 o7es1 152499
2 R 480 R 16578 R 196 3 5340 R 97681
g 411 19988 191 5355 120913
S 2 3954 2 121005 2 2066 2 39092 2 114913
£ am £ 120832 £ 208 £ 3943 £ 100835
c 4829 4446 | = 126904 121203 | = 2241 248 | = 59574 4509 | = 124317 108815
2 4789 2 100579 2 2421 2 44035 2 86826
4649 136585 2428 43329 117182
Anps Média Area Anps Média Area Anps Média Area Anps Média Area Anps Média Area
16398 24411 8438 7082 106175
T 20414 T 49987 T 13123 T 12754 T 187485
B 3o 3085 | @ 69609 53797 | B 16069 152 | B 16589 1428 | ¥ us3s 221923
2 2 31233 2 57760 2 16834 2 16305 R 278307
g 39282 67216 17598 18508 292250
Z
& 386003 568633 217379 16587 325431
é 392170 é 564868 é 225510 é 163877 é 338578
c 457109 ana91 | = 694992 606972 | = 254709 233955 | = 183309 176833 | = 379066 365245
S 450812 S 688323 S 244086 S 192617 S 383484
426363 518046 253092 178488 399665
| 50ng/mL 500 ng/mL
Sertralina -98 -99
Venlafaxina -45 -80
Norsertralina -08 -99
Desmetilvenlafaxina -48 -74
Zolpidem-d6 -31 -70
Estudo em urina.
Sertralina Venlafaxina Norsertralina Desmetilvenlafaxina Zolpidem-d6
Apns Média Area Apnps Média Area Apnps Média Area Apnps Média Area Apnps Média Area
| 4066 | 6057 | 1740 | 352 | 19912
£ 6621 £ 10839 £ 2777 £ 939 E 39748
2 g5 e |2 i 13388 (@ 363 383 |2 oss 931 |2 se20 50101
£ |8 958 8 16635 8 4266 8 1150 8 63010
s 10157 18037 4492 1255 71616
2
S ., 86455 L, 157744 . 52503 ., 27103 _, 75105
g 83668 g 149673 :Ea 48383 :Ea 20984 :Ea 67775
£ ase 84021 | = 154582 155694 | £ 51172 50147 = 21356 5284 | £ 71526 71611
Q83862 2 157074 2 50062 2 24609 Q72746
83366 159397 48613 32366 70902
Apps Média Area Apps Média Area Apps Média Area Apps Média Area Apps Média Area
. 16398 L, a4 . 8438 . 7082 , 1lo617s
E 20414 E 49987 £ 13123 £ 12754 E 187485
T 3o 30855 | @ eo609 53797 | @ 16969 52 | @ aeses 14248 |2 245308 221923
2 |8 31233 3 57760 3 16834 3 16305 3 278307
s 39282 67216 17598 18508 292250
2
% _, 386003 _, 568633 217379 16587 _, 325431
g 392170 g 564868 é 225510 é 163877 é 338578
£ 457109 42491 | £ 694992 606972 | £ 254709 238955 | £ 183309 176833 | £ 379065 365245
S 450812 S 688323 S 244086 S 192617 S 383434
426363 518046 253092 178488 399665
| 50ng/mL 500 ng/mL
Sertralina -75 -80
Venlafaxina -75 -74
Norsertralina -77 -79
Desmetilvenlafaxina -93 -86
Zolpidem-d6 -77 -80
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