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RESUMO

SANTOS, M.F. Redistribuicdo postmortem de antidepressivos e seus produtos de
biotransformagdo em tecidos bioldgicos humanos. 2014. Tese de Doutorado -
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, 2014.

Os antidepressivos pertencem a uma importante classe de medicamentos investigados na
toxicologia forense. Em casos de amostras provenientes de cadaveres, o intervalo entre o
Obito e a obtengdo da espécie bioldgica pode proporcionar a redistribuicdo postmortem destes
farmacos. Com o objetivo de elucidar esse fendbmeno, métodos analiticos foram desenvolvidos
e aplicados utilizando sangue total (ST), humor vitreo (HV) e figado. Para as amostras de ST
e HV, o método de extracdo escolhido e validado foi a microextracdo em fase liquida (LPME)
trifasica. Fibras ocas constituidas de polipropileno, com a extensdo de 8 cm cada, foram
tratadas com o solvente organico dodecano (fase orgéanica), resultando em um membrana com
permeabilidade seletiva. No limen destas fibras, adicionou-se &cido férmico 0,1 mol/L (fase
aceptora). Em frasco de fundo chato com 5 mL de capacidade, pipetou-se 3,5 mL de NaOH
0,1 mol/L (fase doadora) e 0,5 mL de ST ou HV. Ao término da extracéo, as amostras foram
introduzidas no GC-MS, sem a necessidade de reacdes de derivatizacdo. O estudo com ST
contemplou os antidepressivos amitriptilina (AMI), nortriptilina (NTR), imipramina (IMI),
desipramine (DES), clomipramina (CLO), desmetilclomipramina (DMC), fluoxetina (FLU) e
norfluoxetina (NFL). Os limites de quantificacdo para estas substancias ficaram inferiores aos
niveis terapéuticos (20 ng/mL). As meédias dos coeficientes de variacdo intradia e interdia
foram, respectivamente, de 9,7 e 9,8%. As curvas de calibracdo apresentaram linearidade
entre as concentracbes de 20 até 1200 ng/mL. A validacdo do parametro integridade da
diluicdo assegurou a mensuracao de quantidades superiores ao limite apresentado na curva de
calibracdo. O método foi aplicado em sete amostras reais postmortem e em apenas um caso
foi observada uma diferenca significativa (300%) entre os valores quantificados no ST
periférico e central. Os antidepressivos triciclicos AMI, NTR, IMI e DES foram avaliados no
HV e o efeito matriz foi detectado para os dois Gltimos analitos. O método foi otimizado e
validado utilizando solucgdo salina adicionada de AMI e NTR. O limite de deteccdo igual a 5
ng/mL, foi obtido com a reducdo da voltagem da fonte de ions do espectrdmetro de massa
para 50 eV. Coeficientes de variacdo foram inferiores a 15%. Os procedimentos validados
foram aplicados em seis amostras reais de HV. A relagdo encontrada entre os valores obtidos
no ST periférico e HV foi de aproximadamente 0,1. A extracdo acelerada por solvente (ASE)
e, posteriormente, a extracdo em fase solida (SPE) foram as técnicas de separacdo dos analitos
da matriz figado. Ao término das citadas extracGes, os antidepressivos foram analisados no
GC-MS. Para esta matriz solida, sdo necessarios mais estudos, pois os valores encontrados
nos ensaios analiticos estdo em desacordo com as diretrizes utilizadas na validagdo dos
métodos.

Palavras-chave: microextracdo em fase liquida (LPME), toxicologia forense, cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), humor vitreo, efeito matriz.



ABSTRACT

SANTOS, M.F. Postmortem redistribution of antidepressants and their metabolites in
human biological tissues. 2014. Tese de Doutorado — Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2014.

Antidepressants belong to an important class of drugs investigated in forensic toxicology. In
cases of samples from corpses, the interval between death and obtaining the biological
specimens can provide the postmortem redistribution of these drugs. Aiming to elucidate this
phenomenon, analytical methods were developed and applied using whole blood (WB),
vitreous humor (VH) and liver. For samples of WB and HV, the extraction method chosen
and validated was the three-phase liquid phase microextraction (LPME). Hollow fibers
consist of polypropylene, with a length of 8 cm each were treated with dodecane organic
solvent (organic phase) resulting in a membrane with selective permeability. Into the lumen of
these fibers was added formic acid 0.1 mol/ L (acceptor phase). In the vial containing 3.5 mL
of NaOH 0.1 mol / L (donor phase) was spiked 0.5 ml of biological fluids (WB or VH).
Subsequently, the samples were injected in GC-MS without derivatization reactions. The
study of the ST included antidepressants amitriptyline (AMI), nortriptyline (NTR),
imipramine (IMI), desipramine (DES), clomipramine (CLO), desmethylclomipramine
(DMC), fluoxetine (FLU) and norfluoxetine (NFL). The quantification limits for these
substances were below the therapeutic levels (20 ng / ml). The mean coefficients of variation
and separate intradays were respectively 9.7 and 9.8%. The calibration curves showed
linearity between concentrations of 20 to 1200 ng / mL. The validation of the integrity of the
dilution parameter assured measurement higher than the limit shown in the calibration curve
quantities. The method was applied to seven real postmortem samples and in one case a
significant difference (300%) between the measured values in the peripheral and central ST
was observed. The tricyclic antidepressants AMI, NTR, IMI and DES were evaluated in VH
and the matrix effect was detected in the last two analytes. The method was optimized and
validated using saline spiked AMI and NTR. The limit of detection (5 ng/ml) was obtained
by reducing the voltage of the ion source of the mass spectrometer 50 eV. Coefficients of
variation were below 15%. The procedures were validated in six real samples of HV. The
relationship found between the values obtained in the peripheral ST and HV was
approximately 0.1. Accelerated solvent extraction (ASE) and subsequently the solid phase
extraction (SPE) were the techniques of separation of analytes liver matrix. At the end of the
cited extractions, antidepressants were analyzed in GC-MS. To this solid tissue, further
studies are needed, because the values found in the analytical tests were not in accordance
with the guidelines used in the validation of the methods.

Keywords: liquid-phase microextraction (LPME), forensic toxicology, gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS), vitreous humour, matrix effect.
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1.INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da depressao

SituacBes adversas e desagradaveis, como por exemplos, falecimento de um ente
querido, perda da atividade profissional ou emprego, divorcio, dentre outros, podem causar
reacOes emotivas transitorias na maioria das pessoas. Porém, se persistirem esses sinais e
sintomas por tempo prolongado ou se ndo houver algum evento causador dessas alteragdes
psiquicas, um distarbio depressivo pode estar presente no individuo e este necessita de
acompanhamento médico. Os critérios descritivos capazes de diagnosticar a depressao Sao
apresentados com mais detalhes na 52 versdao (DSM-V) do Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders da American Psychiatric Association (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).

Os episddios depressivos geralmente persistem por, pelo menos, duas semanas e sdo
classificados de acordo com a gravidade como leve, moderado, grave ou grave com psicose.
Depressédo breve recorrente é definida como episddios depressivos de duracdo de alguns dias
que se repetem regularmente. A depressdo é muitas vezes acompanhada por sintomas
somaticos caracteristicos, incluindo anorexia, perda de peso, insdnia, despertar muito cedo e
retardos psicomotores. Os sintomas associados com depressdo atipica incluem abusos na
alimentacdo e longos periodos de sono, com dificuldades para o individuo despertar e exercer
suas atividades cotidianas. Hiperatividade, mudancas bruscas de humor, ideias expansivas e
elevada autoestima sdo 0s principais sintomas do paciente com mania. A alternancia de
episédios de mania ou hipomania e depressdo sdo denominados transtornos bipolares. Em
ambas as alteracbes mentais, os antidepressivos fazem parte do arsenal terapéutico
(BRAYFIELD, 2014).

A heranca genética, segundo estudos epidemioldgicos, pode ser responsavel por até
50% dos casos de depressdo. Entretanto, ainda ndo foram identificados genes especificos ou
anomalias genéticas para elucidar essa prevaléncia. Além desse fator, situacfes de estresse,
traumas emotivos, infeccdes virais e determinados processos no desenvolvimento cerebral
também podem contribuir para a etiologia da depressdo (NESTLER et al., 2002).

Com o objetivo de elucidar e compreender a ocorréncia da depressao, na década de
1960, foram elaboradas teorias bioquimicas relacionando o metabolismo das catecolaminas
(noradrenalina, adrenalina, dopamina) e esse disturbio mental. Segundo a principal hipétese, o
baixo desempenho funcional dos neurotransmissores em certos locais do cérebro é

responsavel pela depressdo e, por outro lado, 0 excesso das monoaminas (dopamina,
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noradrenalina, serotonina), resultaria nos episddios de mania (SCHILDKRAUT, 1965). As
bases cientificas para esses raciocinios séo resultados de estudos prévios, realizados na década
de 1950, quando ensaios farmacoldgicos com substancias capazes de depletar catecolamina e
indolaminas, como a reserpina, foram capazes de causar depressdo (MULLER et al., 1955).
Pesquisas realizadas no National Institute of Health, apresentaram este composto quimico
como sendo capaz de causar pronunciada deplecdo dos estoques cerebrais das monoaminas
(SHORE et al., 1955). Por outro lado, observaram-se os efeitos terapéuticos em pacientes em
uso de agentes capazes de aumentar os niveis sinapticos desses neurotransmissores. Para se
obter essa estratégia, os antidepressivos foram introduzidos na terapéutica, bloqueando o
transporte de neurotransmissores (recaptacdo) ou através da inibicdo da enzima mitocondrial
monoaminoxidase, responsavel pela desaminacdo oxidativa das monoaminas (RICHELSON,
2001; 2003).

O precursor do primeiro antidepressivo triciclico foi o iminodibenzil, sintetizado no
século XIX, mais precisamente no ano de 1891. Modificacbes nos radicais dessa molécula
resultaram no farmaco imipramina (Figura 1), utilizado em 1949 pelo médico psiquiatra suico
Roland Kuhn. Inicialmente, esperavam-se efeitos no tratamento da esquizofrenia. Porém,
pacientes com este disturbio, ndo apresentaram qualquer evolugdo clinica satisfatoria desse
quadro psiquico, mas observou-se melhora da depressdo (CAHN, 2006). Estudos posteriores,
realizados pela equipe do pesquisador Axelrod, apresentaram a imipramina como um inibidor
da recaptacdo da noradrenalina, elucidando o mecanismo de acdo desse antidepressivo
triciclico (ADT) de primeira geracdo (HERTING et al., 1961).

e

M

Figura 1: Formula estrutural da imipramina.
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Em 1965, J. Schildkraut anunciou a versdo da hipotese da catecolamina, na qual
associou as depressdes com a reducgéo absoluta ou relativa das catecolaminas e, em especial, a
noradrenalina disponivel em sitios centrais de receptores adrenergicos (SCHILDKRAUT,
1965) Na Europa, a hipdtese de deficiéncia da serotonina apresentou maior aceitacao,
enquanto na América do Norte, a catecolamina destacada por J. Schildkraut, recebeu énfase
no campo da psiquiatria. A supracitada hipdtese proporcionou muitas pesquisas pelas
industrias farmacéuticas, com o objetivo de descobrirem novos farmacos para os disturbios
mentais. Até os anos 1980, havia duas classes de antidepressivos: 0s antidepressivos
triciclicos (ADT) e os inibidores da monoaminoxidase (IMAO). Atualmente, o
desenvolvimento de novos farmacos foi responsavel pelo aumento significativo no nimero de
antidepressivos, com a inclusdo de novas classes e a expansao de farmacos disponiveis para
uso na terapéutica, que atuam por mecanismos diversos e apresentam estruturas quimicas
diferenciadas. A classificacdo mais simples os divide em quatro grupos: os ADT, tais como a
amitriptilina, a clomipramina, a imipramina, a desipramina e a nortriptilina; os inibidores
seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), representados pelo citalopram, fluoxetina,
paroxetina, venlafaxina e sertralina; os IMAO, como a moclobemida; e os antidepressivos
atipicos, como a bupropiona (BRUNTON et al., 2011). Resumidamente, os principais tipos de
medicamentos antidepressivos podem ser classificados em quatro grupos, conforme listados
abaixo:

e Antidepressivos triciclicos (ADT).

¢ Inibidores da monoaminooxidase (IMAO).

e Inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS).
e Antidepressivos atipicos (AA).

Apenas 0 mecanismo de acdo aguda dos antidepressivos (AD) ndo € capaz de explicar
a eficacia no tratamento da depressdo, pois todos os medicamentos utilizados para o
tratamento da depressdo necessitam de um periodo de varias semanas antes de se tornarem
eficazes. Esse intervalo sugere a modificacdo da expressdo de genes no cerebro e, como
resultado, a alteracdo bioquimica necessita de um tempo para sua estabilizacdo. Muitas teorias
tém sido propostas, incluindo alteracfes na expressdo de receptores alfa e beta-adrenérgicos,
mudancas nos fatores de transcrigdo e/ou fatores neurotroficos e alteragcbes morfoldgicas nas
conectividades dos nervos monoaminérgicos e a indugdo da formacdo de novas células
nervosas (IVERSEN, 2006).
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No Quadro 1 sdo apresentados alguns antidepressivos disponiveis no Brasil, suas

classes e seus respectivos nomes comerciais:

Nome genérico | Classe | Nome comercial

Tryptanol®

Amitriptilina ADT Tryptil®
Limbitrol®

Bupropiona AA Zyban®
Clomipramina ADT Anafranil®

Fluoxetina ISRS Prozace
Daforin®

Imipramina ADT Tofranil®
Nortriptilina ADT Pamelor®

Quadro 1: Alguns antidepressivos comercialmente disponiveis no Brasil.
ADT: antidepressivo triciclico; AA: antidepressivo atipico; ISRS: inibidor seletivo da
recaptacao da serotonina.
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1.2 Importancia do estudo

A depressdo é um transtorno mental descrito h4 mais de dois mil anos e j& era
reconhecida antes do nascimento da psiquiatria (SHORTER, 1998). Aproximadamente 350
milhdes de pessoa no mundo todo sdo afetadas por essa desordem psiquica. E um distdrbio
comum, frequentemente coexistindo com outras doengas. Na economia global, exerce um
importante impacto negativo, pois o individuo deprimido, muitas vezes, perde a capacidade de
exercer suas atividades profissionais. Além disso, a depressdo pode, em situacdes extremas,
resultar em suicidio. Por ano, aproximadamente um milhdo de mortes ocorrem devido a essa
tragica fatalidade. Para cada obito consumado, ocorrem 20 ou mais tentativas sem sucesso,
mas com graves consequéncias ao individuo e a sociedade (WHO, 2013). Segundo a
Organizacdo Mundial de Salde, a depressdo sera a segunda principal causa das doencas,
estimada para todas as idades e ambos 0s sexos, até ao ano 2020 (MURRAY et al., 1994)
(SAMPSON, 2001).

Em 2011, pesquisadores do Toxicology Investigators Consortium (ToxIC), vinculados
ao Colégio Americano de Toxicologia Médica, registraram casos de intoxicacdo em 28 locais
nos Estados Unidos. Nos célculos estatisticos registrados, houve overdose em 48% dos
pacientes, sendo 37% exposic¢des intencionais e 11% acidentais. Os antidepressivos foram
responsaveis por 16% das ocorréncias (WIEGAND ET AL., 2012).

Na Inglaterra e Pais de Gales, 80% das mortes por antidepressivos sdo intencionais
(CHEETA ET AL., 2004). Um estudo no Egito, realizado em uma unidade de emergéncia por
intoxicagdo no hospital, mostrou a incidéncia de tentativas de suicidio e o uso de
antidepressivos. Os pacientes com depressdo devem ter um rigoroso acompanhamento médico
para evitar tentativas de suicidio (MANDOUR, 2012).

O Brasil, quinto pais mais populoso do mundo, esta entre os dez paises com maiores
numeros absolutos casos de suicidio. Antidepressivos sdo responsaveis por quase 20% das
tentativas de suicidio. Dentro dessa classe, a amitriptilina foi responsavel por 62% das
intoxicagOes (BERNARDES et al., 2010).

Em toxicologia forense, o0 sangue é a amostra de escolha para a deteccdo,
quantificacdo e interpretacdo das concentracdes das drogas. O sangue total € a matriz
biolégica com a maior quantidade de informacdes disponiveis na literatura (BASELT, 2008).
Os resultados obtidos nas investigacdes forenses permitem classificar a quantidade mensurada
dos antidepressivos em dosagens terapéuticas ou sobredose (FLANAGAN e CONNALLY,

2005). Dados obtidos com este fluido de individuos vivos ndao podem aplicados em amostras
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postmortem, pois importantes modifica¢fes bioquimicas ocorrem nesta matriz bioldgica nos
tempos subsequentes a morte. Estas alteracdes nas composi¢des sanguineas sdo causadas pela
redistribuicdo postmortem (PELISSIER-ALICOT et al., 2003) (FERNER, 2008). Este
fendnemo serd apresentado no item 1.3.

Nos casos em que ndo seja possivel a obtengdo de amostras de sangue, 0 humor vitreo
(HV) desempenha um papel importante no campo da toxicologia forense. A sua localizacéo
anatdmica privilegiada, inserido no ambiente ocular, proporciona protecdo contra
contaminagfes por microrganismos. Ele também € menos suscetivel ao fenémeno
redistribuicdo postmortem e é obtido através da inser¢do de uma agulha através da esclera.
Além disso, os resultados encontrados nas analises de HV sdo geralmente mais
representativos da concentracdo do farmaco em circulagdo no momento da morte (KARCH,
STEVEN B . 2007; FERNANDEZ et al., 2013). O humor vitreo (HV) compreende 99% de
agua e o restante 1% é composto de sais, agucares, fagécitos e de uma rede de colageno
(ANTONIDES et al., 2007). Embora os antidepressivos apresentem um papel importante na
terapia e em casos forenses (HAYASHI et al., 2012; PIETRACCI et al., 2013), ha poucos
estudos disponiveis relacionando as concentracdes no sangue total e a quantificacdo em HV.
Além disso, a relacdo entre os resultados apresentados € variavel e a maioria dos artigos
descreve casos de overdose ou de acidentes. Dessa forma, ha poucas informacgdes sobre as
concentracdes terapéuticas no HV (JONES e POUNDER, 1987; JOHNSON et al., 2007;
CANTRELL et al., 2009; STIAKAKIS et al., 2009; LEWIS et al., 2013).

O figado também ¢é relevante nas investigacdes forenses. Sua grande extenséo favorece
a opcdo de amostras para as analises. H4 um banco de dados disponivel para associados ao
TIAFT (The Interational Association of Forensic Toxicologists) com valores de referéncia
para esta matriz bioldgica (DRUID e HOLMGREN, 1998). Outra caracteristica interessante
do figado é a estabilidade dos xenobioticos, pois, mesmo ap6s a morte é observada uma
discreta diminuicdo na concentracdo das substancias exogenas pelo processo passivo da
difusdo (JONES e POUNDER, 1987; KARCH, STEVEN B . 2007; MOFFAT, 2011). Na
redistribuicdo postmortem, os antidepressivos contidos no figado podem ser liberados para
artérias e veias pulmonares e a veia cava, e, consequentemente, a concentracdo destes
farmacos estara aumentada (SHEPHERD et al., 1992).
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1.3. Redistribuic¢éo postmortem

Para melhor entendimento deste item, é necessaria a apresentacdo das alteracdes
ocorridas apos a morte celular. Ha quatro elementos-chave para a manutencdo da estrutura e
integridade celular. Estes incluem a manutencdo da integridade das membranas celulares, a
respiracdo aerdbia, as sinteses enzimaticas e das proteinas estruturais e preservacdo da
integridade do material genético da célula. Com a morte celular, ocorre a liberacdo do
conteddo interno, incluindo xenobioticos. Cessa-se a respiragdo aerobia, diminui-se a
producdo de adenosina trifostato (ATP) e inicia-se 0 metabolismo anaerdbio. O acido latico e
fosfatos inorganicos acumulam-se no interior da célula, causando uma diminuicdo do pH
neste ambiente. O funcionamento da bomba de sodio-potéssio é dependente do consumo de
energia e a diminuicdo do ATP disponivel, resulta em falhas na eficiéncia deste sistema. Na
continuidade das alteragcbes morfoldgicas, verifica-se edema celular, a dilatacdo do reticulo
endoplasmatico, resultando no desprendimento dos ribossomos desta rede membranosa e a
matriz mitocondrial é destruida. Os componentes celulares sdo, entdo, progressivamente
degradados com perda do contetdo celular para o espaco externo. A sequéncia de eventos
depende dos 6rgédos envolvidos. Danos celulares irreversiveis podem ocorrer no miocardio
entre 30-40 minutos apés isquemia. No figado, esse intervalo fica entre 1-2 horas, enquanto
para 0s neurbnios cerebrais, apenas 3-5 minutos sdo necessarios para lesdes permanentes
(YAREMA e BECKER, 2005).

As razbes para que uma droga participe da redistribuicdo postmortem podem ser
agrupadas de acordo com as propriedades do elemento quimico, em especial o volume de
distribuicéo (Vd), lipofilicidade e o pKa e as altera¢es ocorridas no organismo apds a morte,
tais como a difusdo passiva proveniente dos oOrgaos solidos, putrefacdo e movimento
sanguineo (YAREMA e BECKER, 2005).

O Vd é definido como a quantidade de droga no corpo dividida pela concentracdo de
desta no plasma, expressa em litros por quilograma (L/ kg) de peso corporal. Varios fatores
afetam esse parametro, incluindo as propriedades da substancia quimica, idade, género,
doencas e composicdo corporal (BRUNTON et al.,, 2011). Farmacos distribuidos nos
mausculos, tecidos adiposos e outros constituintes intracelulares apresentam um Vd elevado e
quando este é superior a 3L/kg, o potencial de ocorréncia da redistribuicdo postmortem é
consideravel. Ap6s a morte e lise celular, os farmacos sdo liberados no plasma e resultam em

um aumento da concentragdo destes (HILBERG et al., 1999).
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A lipofilicidade, pKa, transporte ativo e afinidade do tecido pelos farmacos também
sdo importantes na redistribuicdo postmortem. Farmacos lipofilicos e compostos organicos
béasicos, devidos as suas propriedades fisico-quimicas, poderdo estar concentrados em 6rgéos
solidos como pulmdes, figado e miocardio. Subsequente ao &bito, essas condicdes
favorecerédo a ocorréncia de um gradiente de concentracdo para difusdo passiva. Somando-se a
isso, 0 conteudo aquoso celular tornar-se-4 acido. Este meio favorecera a ionizacdo de
moléculas de drogas basicas e estes farmacos com cargas ionicas serdo transportadas no fluido
acido no qual elas estdo dissolvidas (HILBERG et al., 1999).

Os 6rgdos proximos aos grandes vasos sanguineos e coragdo, tais como estdbmago,
piloro, duodeno proximal, I6bulo esquerdo do figado e os pulmd@es sdo mais suscetiveis a
redistribuicdo postmortem. Um estudo realizado em ratos comparou duas situacdes distintas.
Um grupo permaneceu com a tragqueia obstruida cirurgicamente e o0s animais controle
preservaram este Orgdo aberto. Na primeira condicdo, foi possivel detectar o ADT
amitriptilina no l6bulo esquerdo do figado, transcorridas 96 horas ap6s a morte destes
roedores. Nos ratos ndo submetidos aos procedimentos de oclusdo, 0 tempo méaximo para
conseguir identificar o farmaco, nesta matriz bioldgica, foi de apenas 1,5 hora postmortem.
Esse resultado sugere a contribuicdo da aspiracdo agonal postmortem para redistribuicdo de
drogas (HILBERG et al., 1999).

A decomposicdo do corpo pode contribuir para alteracbes das concentragcdes dos
xenobidticos ap6s a morte. Robertson e Drummer estudaram a biotransformacdo dos
benzodiazepinicos flunitrazepam, clonazepam e nitrazepam na presenca de oito espécies de
bactérias entéericas, normalmente encontradas no trato gastrointestinal postmortem. Segundo
0s pesquisadores, a biotransformacdo foi mais rapida por microrganismos anaerdébios
facultativos Clostridium perfringens e Clostridium Bacillus fragilis. A eficiéncia da
biotransformacdo foi reduzida quando as reacfes executadas a 4°C, em comparacdo com as
temperaturas variando entre 22-37°C (ROBERTSON e DRUMMER, 1998).

A posicao do corpo apds a morte e subsequentes movimentos ou alteragdes do cadaver
por policiais e médicos podem ter efeito sobre a redistribuicdo postmortem. Estudos com
animais, envolvendo o medicamento secobarbital quantificado com amostras da matriz
bioldgica figado, apresentam resultados distintos dependendo da posicdo na qual os ratos
permaneceram apos a morte (PARKER et al., 1971).

No Quadro 2, estdo inseridas de forma sucinta, as principais influéncias na

redistribuicdo postmortem.
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Morte celular

Putrefacdo

Difusdo do estdmago para 6rgdos adjacentes

Posicdo e movimentos do cadaver

Caracteristicas fisico-quimicas das drogas (lipofilicidade, pKa, Vd)

Quadro 2: Fatores influentes na redistribuicdo postmortem de drogas

Os antidepressivos sdo substancias psicoativas de carater basico, lipofilicos, com
elevada ligacdo aos tecidos e com grande volume de distribuicdo. Com isso, conforme
explicado anteriormente, podem sofrer redistribuicdo postmortem. Um dos mecanismos
envolvidos neste processo € o acumulo destes medicamentos nos pulmdes in vivo. Ap6s o
Obito, os farmacos em concentracfes elevadas nesse 6rgdo, promovem um gradiente favoravel
para a difusdo passiva as camaras cardiacas esquerdas, pelo sistema venoso pulmonar. A
transferéncia dos antidepressivos a partir de depésitos nos pulmdes para a circulacdo
pulmonar parece ocorrer mais rapidamente e em maior extensao do que a partir do figado para
a veia cava inferior. Os ADT, também podem se difundir a partir do miocardio as camaras
cardiacas, contribuindo para o aumento da concentracdo mensurada no sangue obtido da
cavidade cardiaca, no periodo subsequente a morte (MORIYA e HASHIMOTO, 1999;
YAREMA e BECKER, 2005). O fendmeno da redistribuicdo postmortem foi relatado por
varios antidepressivos como a amitriptilina, nortriptilina, trimipramina e dotiepina
(HILBERG et al., 1993; POUNDER et al., 1994; MORIYA e HASHIMOTO, 1999).

A érea forense também apresenta interesse na compreensdo da redistribuicdo
postmortem de farmacos antidepressivos. Pesquisas postmortem foram realizadas com
antidepressivos mais comumente utilizados e antidepressivos atipicos (RODDA e
DRUMMER, 2006). Em muitos casos, somente uma espécime de sangue foi avaliada,
impossibilitando determinar se a redistribui¢do realmente ocorreu. Em casos onde amostras de
sangue cardiaco e periférico foram coletadas, geralmente ndo foram verificadas diferengas
significativas para sertralina (LOGAN et al., 1994). Diferengas foram observadas nas
concentragfes de paroxetina e fluoxetina de sangue coletados da cavidade cardiaca e
periférica de um cadaver falecido no hospital (VERMEULEN, 1998). Estudos avaliaram o
fendmeno postmortem na venlafaxina e foi possivel encontrar variagcbes nas quantificagdes

deste IRRS com razdes variando entre 1,5 a 2. Os estudos realizados ndo permitem concluir
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definitivamente o grau em que a redistribuicdo postmortem ocorre para a classe dos
antidepressivos em geral. Entretanto, a distribui¢do desigual em tecidos observada para esses
farmacos, combinada com seu alto VVd (acima de 28L/Kg), ligacdo a proteinas plasmaticas
(27-99%) e relativa lipossolubilidade (logP = 2,9-5,4) sugerem que esse fenbmeno seja
consideravel (JAFFE et al., 1999; RODDA e DRUMMER, 2006)

1.4 Toxicocinética e toxicodinamica dos principais antidepressivos utilizados no Brasil.

Neste trabalho, foram selecionados os antidepressivos mais utilizados no Brasil e
pertencentes & Relagdo Nacional dos Medicamentos Essenciais - RENAME (BRASIL, 2013)
representados pelos ADT, incluindo amitriptilina, nortriptlina, clomipramina e ISRS, sendo a
fluoxetina a principal representante desta classe.

Os antidepressivos triciclicos sdo rapidamente absorvidos pela via oral, sendo que,
apo6s 240 minutos, a absorcdo é praticamente completa. A porcentagem de ligacdo destes
farmacos as proteinas sanguineas é elevada (75-97%), principalmente a alfa;-glicoproteina
acida. Devido ao efeito de primeira passagem, somente pequena fracdo da droga administrada
permanece disponivel biologicamente. O tempo de meia-vida dos ADT varia entre 20 e 30
horas, sendo alcancado o estado de equilibrio plasmatico apds 5 meias-vidas, 0 que ocorre por
volta de 1 semana ou mais. Com isso, conclui-se a auséncia de efeitos terapéuticos imediatos
dos ADT, sendo necessario o uso continuo pelo paciente durante algumas semanas para
melhora de depressao (SILVA, 2010).

A biotransformacdo ocorre em uma ou mais etapas metabolicas e os produtos de
biotransformacdo podem apresentar atividade farmacoldgica superior ou inferior ao farmaco
inalterado ou, até mesmo, serem inativos. A biotransformacao ocorre no figado, pelo sistema
do citocromo P450 (CYP), principalmente pelo CYP2D6; porém, outras isoformas também
atuam nessa etapa, como CPY3A4, CPY2C19 e CPY1A2. Os ADT com aminas terciarias em
suas estruturas quimicas (amitriptilina, imipramina, clomipramina) séo desmetilados através
do CYP1A2, mas ndo perdem atividade farmacoldgica, e a hidroxilacdo catalizada pela
CYPD2D6 ¢ responsavel pela inativacdo dos ADT (MOFFAT, 2011).

O polimorfismo genético das enzimas hepaticas responsaveis pela biotransformacao
dos ADT é descrito na literatura e € considerado importante para a eficacia do tratamento e
para evitar efeitos toxicos. A deficiéncia na enzima CYP2D6 resulta em fenotipos

denominados metabolizadores pobres ou lentos. Os individuos com essa alteracdo genética
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podem apresentar concentragdes elevadas do farmaco, devido ao baixo nivel de hidroxilagéo
do medicamento (GROUP, 1999; HIEMKE e HARTTER, 2000). A Figura 2 ilustra a
biotransformacdo da amitriptilina e da nortriptilina, envolvendo as isoenzimas CYP2D6 e
CYP2C19. Pacientes com esses polimorfismos devem ser monitorados terapeuticamente,
sendo necessarios, em algumas situacdes, ajustes nas dosagens dos ADT, conforme
apresentado no Quadro 3 (HICKS et al., 2013).
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Figura 2: Principal via de biotransformacdo da amitriptilina, da nortriptilina e das enzimas
envolvidas.
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Fendtipo Implicacédo Recomendacao Terapéutica

Aumento da biotransformacao dos

CYP2D6 ADT em produtos menos ativos Evitar uso de ADT devido a potencial

. farmacologicamente. falha na eficacia. Considerar drogas
metabolizadores ~ . .
. Menores concentragdes alternativas néo biotransformadas pela
ultrarrapidos " ~ . .
plasmaticas aumentarao a isoenzima CYP2D6.

probabilidade de falha terapéutica.

Diminuicdo acentuada da
biotransformacao dos ADT em

produtos menos ativos Se aescolha do ADT ¢ justificada,

CYP_2D6 farmacologicamente. con5|derar a dose |n|C|_aI 50% |[1fe_r|or a
metabolizadores Maiores Concentracses preconizada pelos guias terapéuticos.
pobres ¢ Realizar monitoramento clinico e

plasmaticas aumentarao a
probabilidade de efeitos
colaterais.

analitico para ajuste da dosagem correta.

Quadro 3: recomendacdes de alteracdes nas dosagens para amitriptilina e nortriptilina, com
base no fen6tipo CYP2D6. Adaptado de (HICKS et al., 2013).

A toxicogenética pode ser aplicada na area forense. Através dos estudos moleculares
dos polimorfismos das isoenzimas do citocromo P450, é possivel diferenciar débitos por
suicidio, homicidio ou morte acidental, com condenagdes penais distintas, conforme
exemplificado a seguir. Uma crianca de 9 anos fazia uso de fluoxetina. Certo dia, ndo se
sentiu bem e foi internada em estado epilético, seguido por parada respiratoria e evoluindo
para Obito. Nos exames toxicoldgicos realizados em sangue, constatou-se que concentracao de
fluoxetina estava elevada, sugerindo uma intoxicagao aguda. Os pais adotivos foram acusados
de homicidio, e desde o inicio das investigacGes, ndo concordavam com essa hipotese. Os
indiciados solicitaram exames genéticos no cadaver da filha, os quais revelaram um
polimorfismo na isoenzima CYPD26. Essa alteracdo resulta na expressdo de um gene com
baixa capacidade de biotransformar a fluoxetina, resultando em elevadas quantidades
circulantes e efeitos toxicos. A causa da morte foi dada como acidental e os pais inocentados
(KARCH, STEVEN B., 2007).

O género determina diferencas na toxicocinética dos antidepressivos. As mulheres
apresentaram concentragdes plasmaticas de antidepressivos triciclicos superiores aos
individuos do sexo masculino. Outros parametros tambem contribuem para elucidar a
diferenca entre os géneros: a diferenca da massa corporal e do volume sanguineo e variagdo
hormonal feminina (HILDEBRANDT et al., 2003).

A idade também influencia a absorcéo e a biotransformacdo dos ADT. Nos idosos,
alteracdes fisiologicas contribuem de forma significativa para alteracbes na absorcdo dos

ADT. Nestas modificagdes biologicas, estdo incluidos os menores niveis plasmaticos de
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testosterona, afetando a atividade das isoenzimas hepéticas; a reducdo da concentracdo das
proteinas plasmaticas; as diminui¢cGes dos fluxos sanguineos hepéticos e esplénicos e da
funcdo renal. Neste grupo, € comum 0 uso concomitante de outros medicamentos e esta
situacdo resulta em uma toxicocinética desfavoravel (LOTRICH e POLLOCK, 2005).

Para facilitar o entendimento sobre os antidepressivos os mecanismos de acdo destes
farmacos serdo didaticamente separados em dois grupos: agudos e cronicos. Inicialmente, os
mecanismos de acdo agudos dos ADT serdo apresentados.

Os cinco mecanismos de ac¢des farmacologicas classificados como agudos dos ADT
sdo: a inibicdo da recaptura da noradrenalina e da serotonina (5-HT) e, em menor extenséo, da
dopamina; o bloqueio dos receptores histaminicos H1; o bloqueio dos receptores adrenérgicos
al; o bloqueio dos canais de sddio cardiacos; e a acdo anticolinérgica muscarinica
(THANACOODY e THOMAS, 2005). O bloqueio da recaptura de serotonina e noradrenalina
é varidvel entre os ADT. As aminas terciarias triciclicas apresentam maior capacidade de
inibir a recaptura de serotonina (exemplo: amitriptilina), enquanto que as aminas secundarias
sd0 mais seletivas para a noradrenalina (exemplo: nortriptilina). Na pratica, essa distingdo é
pouco relevante, pois uma amina terciaria, pela reacdo quimica de desmetilacéo, resultard em
amina secundaria, havendo, portanto, inibigdo de ambos neurotransmissores (SILVA, 2010).

A fluoxetina, representante dos ISRS, apresenta como mecanismo de agdo aguda a
inibicdo potente e seletiva da recaptacdo da serotonina na fenda sinaptica, com poucos efeitos
em outros mecanismos de recaptacdo de monoaminas ou outros receptores de
neurotransmissores. Este farmaco apresenta fraca afinidade com alguns receptores opiaceos,
5HT; e 5HT, serotoninérgicos, dopaminérgico, B-adrenérgico, o1 € ap-adrenérgicos,
histaminérgico e muscarinico. A fluoxetina é bem absorvida apds a administracdo oral, com
picos de concentracBes plasmaticas ocorrendo entre 4 e 8 horas (intervalo entre 1,5 e 12
horas). Ap6s a administracdo oral de 40 mg, por adultos saudaveis, sdo obtidas as
concentragOes plasmaticas entre 15 e 55 ng/mL; essa faixa de variagdo € comum entre
individuos, pois, por exemplo, a administragdo concomitante com alimentos resulta numa taxa
de absorcdo mais lenta, mas ndo afeta a absorcéo total de fluoxetina (EAP e BAUMANN,
1996). No tratamento farmacoldgico, a ingestdo diaria do farmaco permite atingir o estado de
equilibrio fluoxetina-norfluoxetina de 2 a 4 semanas, mas o efeito terapéutico 6timo ocorrera
em quatro semanas ou mais ap0s a primeira administracdo. A fluoxetina é extensamente
biotransformada (desmetilada) no figado pelas isoenzimas CYP2C9, 2C19 e 2D6, para o0
principal produto de biotransformacdo ativo, a norfluoxetina. A meia-vida de eliminacdo do

farmaco néo alterado é de 4 a 6 dias e é aumentada para 4-16 dias para norfluoxetina. A meia-
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vida no plasma da fluoxetina apresenta consideravel variacdo interindividual, a qual pode
estar relacionada com diferencas genéticas nas eficiéncias das reacdes de desmetilacdo do
medicamento no figado. Por outro lado, a fluoxetina inibe CYP2D6 isoenzima e, assim, a sua
prépria biotransformacdo. O farmaco e seus produtos de biotransformacdo sdo excretados
principalmente na urina, mas também nas fezes e no leite materno. A porcentagem de ligacdo
as proteinas plasmaticas pela fluoxetina ndo parece ser alterada substancialmente em
pacientes com cirrose hepatica ou insuficiéncia renal, incluindo os submetidos a hemodialise
(EAP e BAUMANN, 1996; CHEER e GOA, 2001).

As concentracBes terapéuticas, toxicas e letais dos ADT e da fluoxetina sdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: ConcentragOes terapéuticas dos antidepressivos no tratamento da depresséo e as
quantidades plasmaticas toxicas destes farmacos.

Mela- Meia-vidado  Concentracdo Concentragdo
vida do Volume . A o
. . , o Principal produto de produto de terapéutica toxica
Antidepressivo  farmaco  distribuicéo . « . x - -
inalterado (Likg) biotransformacéo biotransformagdo  plasmaética plasmaética
0 g () (ng/mL) (ng/mL)
Amitriptilina 8-51 6-10 Nortriptilina 19-93 50-300 >500
Clomipramina 12-36 17 Desmetilclomipramina 70 90-250 >400
Fluoxetina 24-72 14-100 Norfluoxetina 168-240 200-1.100* >1.000
Imipramina 6-20 20-40 Desipramina 12-54 50-150 >2.000*
Nortriptilina 15-90 20-57 - - 20-375 >500

* = soma das concentracbes do farmaco inalterado e seu principal produto de
biotransformacao
Adaptado de (BALANT-GORGIA et al., 1991; MUSSHOFF et al., 2004; BRUNTON

etal., 2011)

Os mecanismos de agéo crénicos dosantidepressivos sdo apresentados a segulir.

As sinapses envolvendo as monoaminas séo ainda consideradas o alvo imediato dos
antidepressivos. Porém, recentes estudos, envolvendo transdugfes de sinais e expressao
génica, estdo surgindo, elucidando as mudancas ocorridas com o uso cronico destas drogas em
longo prazo. Teorias atuais postulam ativacbes de fatores de transcricdo, tais como as
proteinas ligadoras ao elemento regulado por AMPc AMPc/Ca* (CAMP responsive element-
binding protein CREB) e vias neurotr6ficas com o aumento da neurogénese hipocampal.

Quando uma monoamina neurotransmissora liga-se aos seus respectivos receptores, um sinal
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serd transmitido no interior da célula, principalmente através da proteina G. Essa, quando
ativada, pode regular o fluxo de ions de potassio ou de célcio ou, ainda, sistemas envolvendo
0 segundo mensageiro, resultando na regulacdo da quinases. As quinases fosforilam fatores de
transcricdo, controlam a expressao génica, através de ligacdes a curtas sequéncias do acido
desoxirribonucleico (DNA). Como resultado dessa reacdo, ocorrera a ativa¢do ou a inibicdo
da expressao de certos genes (VETULANI e NALEPA, 2000).

Ha trés mecanismos que podem resultar na fosforilagcdo do fator de transcricdo da
CREB, com consequente ligacdo ao elemento de resposta ao CAMP e ao célcio (CRE - CAMP-
and calcium- responsive element) no DNA. O resultado sera a regulacdo da expressdo de
genes importantes para os efeitos dos AD. A CREB controla os genes da sintese de enzimas
dos neurotransmissores, como a tirosina-hidroxilase, sendo esta limitante da velocidade na
biossintese das catecolaminas. Além disso, a CREB regula as proteinas envolvidas na
neurogénese da célula (MALBERG e BLENDY, 2005).

O primeiro mecanismo ativa adenilil ciclase, através de estimulagdo da proteina G,
elevando a producdo de AMPc, proporcionando a ativacdo da proteina quinase A (PKA —
protein kinase A) dependente do AMPc. A proteina quinase A, em seguida, movimenta-se
para o nucleo e causa uma fosforilagcdo no residuo especifico de serina na proteina CREB. O
segundo mecanismo é a ativacao da fosfolipase C, através dos adrenorreceptores a;, levando a
mobilizacdo de Ca?* e & subsequente ativacio das quinase dependentes de Ca®*- calmodulina;
como resultado, também havera fosforilacdo da CREB. O terceiro mecanismo € iniciado por
fatores neurotréficos e citocinas que regulam determinados receptores, influenciando tanto as
proteinas quinases ativadas por mitdgenos quanto as reguladas por sinais intracelulares, que
fosforilam a proteina CREB, através de varias formas das quinases ribossémicas S6 (RSKi-3)
(DUMAN et al., 1997; YILDIZ A et al., 2002; FREY et al., 2004).

A administracdo cronica de ADT reduz a atrofia dos neurénios no hipocampo causada
por estresse repetido, pois hd o aumento do fator neurotrofico derivado do cérebro BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) (YILDIZ A et al.,, 2002; DWIVEDI et al., 2003,
MALBERG e BLENDY, 2005). Como o BDNF liga-se ao receptor tirosina-quinase B (trkB -
tyrosine kinase B receptor) no cérebro, uma cascata de sinalizacdo intracelular é iniciada,
resultando na fosforilacdo de CREB. Além disso, 0 BDNF também induzira a neurogénese
(VETULANI e NALEPA, 2000; MALBERG e BLENDY, 2005; TAYLOR et al., 2005).

Outro resultado positivo do tratamento em longo prazo com os ADT é a reversdo da
perda de volume das células localizadas no hipocampo. O aumento da neurogénese foi

observado em pacientes deprimidos, quando se aplicou a técnica de ressonancia magnética e a
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pesquisa de casos postmortem. Os mecanismos moleculares envolvidos na neurogénese sao,
possivelmente, mediados por CREB, BDNF e aumento do fator de crescimento semelhante a
insulina — um outro fator neurotréfico. Apesar da importancia desses fatores na elucidacdo do
tratamento com ADT, mais estudos sdo necessarios para a melhor compreensdo dos
mecanismos de acdo destes farmacos (MALBERG e BLENDY, 2005). As Figuras 3 e 4

ilustram os possiveis mecanismos moleculares de a¢éo dos AD.
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Figura 3. Modelo de plasticidade do hipocampo apresentando alteragfes estruturais em
resposta ao estresse. Este provoca importantes efeitos sobre o hipocampo, devido a grande
presenca de receptores de glicocorticoides expressas nesta regido do cérebro. O estresse
repetido causa atrofia ou remodelacdo dos neurénios, diminuindo 0 nimero e o comprimento
dos dendritos apicais. A administracdo de glicocorticoide causa efeito semelhante e a
diminuicdo da expressao do fator neutréfico deverivado do cérebro (BDNF) pode contribuir
para a atrofia das células piramidais. A administracdo crénica de AD pode reverter a atrofia
dos neur6nios e bloquear a downregulation da neurogénese. Retirado de (DUMAN, 2004)
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Figura 4. Modelo demonstrando a regulagdo da neurogénese no hipocampo. As células
progenitoras neurais sdo restritas a zona subgranular (SGZ), localizada entre a camada de
células granulares (GCL) e hilo. Estas células progenitoras ddo origem a novos neurdnios que
migram para a camada de células granulares e amadurecer em neurdnios adultos. A
neurogénese € influenciada positivamente por IRSS, inibidor da recaptacdo da noradrenalina,
terapia eletroconvulsiva, exercicios. mfp: mossy fiber pathway — via da fibra musgosa.
Retirado de (DUMAN, 2004).

As isoenzimas do citocromo P450 (CYP) e as afinidades dos antidepressivos por diferentes
neurotransmissores e receptores sdo as principais responsaveis pelas interacdes
medicamentosas e o0s efeitos adversos destas drogas. Na Tabela 2, sdo apresentadas as
isoenzimas CYP, 0s neurotransmissores e as interagdes dos antidepressivos com 0S

receptores.
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Tabela 2: Influéncia dos AD sobre as isoenzimas do citocromo P450, suas acBes nos receptores e
interagBes com receptores.

CYP responséveis Interages com 0s

CYP ela Neurotransmissores recentores
Antidepressivos inibida pelo biotrangformagao P
AD do AD NA 5HT DA H1I MA o
o 2D6, 2C19, 2C9,
Amitriptilina 1A2, 3A4 3+ 4+ 1+ 4+ 3+ 3+
Clomipramina 2C19, 3A4, 2D6 3+ 4+ 1+ 3+ 3+ 3+
Fluoxetina 2D6 2D6, 2C9, 2C19 1+ 4+ 0 1+ 1+ 1+
. . 2D6, 2C19, 1A2,
Imipramina 3A4 3+ 4+ 1+ 4+ 2+ 2+
Nortriptilina 2D6, 3A4 4+ 2+ 0 1+ 1+ 2+

NA: noradrenalina; 5-HT: serotonina, DA: dopamina; H1: receptor H1 histamina; MA: receptor
muscarinico; ay: receptor alfal-adrenérgico. O sinal 4+ representa forte interacdo e 1+ interacdo muito
fraca. A auséncia de sinal simboliza interacdo desprezivel.

Devem ser avaliadas, cuidadosamente, potenciais interacbes medicamentosas entre
diferentes farmacos e com as enzimas inibidas e/ou com as que participam da
biotransformacdo dos ADT. Nestes critérios, devem ser contempladas a poténcia e a
concentracdo de farmaco inibidor ou indutor das isoenzima, bem como a saturacao destas, a
extensdo da biotransformacdo do farmaco por esta via bioldgica, a presenca de produtos de
biotransformacdo com atividade farmacoldgica, o polimorfismo genético, o perfil do paciente
(idosos, insuficiéncia hepatica) e a probabilidade de uso simultaneo (SPROULE et al., 1997).

As diferentes afinidades dos AD com 0s neurotransmissores, tais como noradrenalina,
serotonina e dopamina, e as interagbes com os receptores, conforme apresentado no Quadro 3,
sdo responsaveis pelos diferentes efeitos adversos destes farmacos. Os efeitos colaterais
causados pela afinidade ao receptor 5-HT sdo distdrbios gastrointestinais e nauseas, disfuncédo
sexual, além dos efeitos adversos extrapiramidais (STAHL, 1998; RICHELSON, 2001). Além
disso, a administragdo concomitante de IMAO com AD, que inibem a recaptacdo da
serotonina, pode causar 0bitos, resultantes da sindrome da serotonina (BOYER e SHANNON,
2005). A inibicdo da recaptagdo da noradrenalina pode resultar em hipertenséo, tremores e
taquicardia, enquanto o bloqueio do transporte da dopamina resulta em ativacdo psicomotora
e agravamento da psicose. Sdo comuns também os efeitos de sedacdo e ganho de peso, devido
a atividade anti-histaminica. Hipotensdo postural, tonturas e taquicardia reflexa sdo causadas
pelo bloqueio dos receptores aj.adrenérgico. A atividade anticolinérgica muscarinica dos
ADT é vinculada aos efeitos de boca seca, constipacdo, retencdo urinaria, visdo turva,

aumento da pressao intraocular, aumento da frequéncia cardiaca e hipertermia (RUDORFER
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e POTTER, 1999; RICHELSON, 2001). Sintomas cardiovasculares sdo os efeitos colaterais
mais importantes para os ADT, nos quais estdo inseridas hipotensdo ortostatica, tontura e
taquicardia reflexa. Disturbios da condugédo, como resultados do bloqueio dos canais de sodio
no miocardio, refletem em mudancas no eletrocardiograma. Hipertensdo arterial e taquicardia
podem ter origem no estado hiperadrenérgico, induzido pela inibicdo da recaptacdo deste
neurotransmissor; consequentemente, poderd haver hipotensdo, devido a deplecdo desta
catecolamina (HARRIGAN e BRADY, 1999). Em concentracdes terapéuticas, os efeitos
adversos mais comuns sdo hipotensdo ortostatica e taquicardia, com risco acentuado em
pacientes idosos (BRUNTON et al., 2011). Na ocorréncia de uma overdose, os efeitos
cardiovasculares podem ser fatais (HARRIGAN e BRADY, 1999; GLAUSER, 2000; KERR
et al.,, 2001; THANACOODY e THOMAS, 2005) Pacientes, em especial os idosos, com
problemas cardiacos apresentam maior risco de morte subita, devido ao uso de ADT (COHEN
et al.,, 2000; ROOSE, 2003; RAY et al., 2004). Diante do quadro desfavoravel destes
pacientes com problemas cardiovasculares, alguns pesquisadores sugerem o uso de ISRS
como melhor alternativa para o tratamento da depressdo (GLASSMAN, 1998; COHEN et al.,
2000; ROOSE, 2000; 2001). Poréem, hemorragias e efeitos cardiovasculares podem ocorrer
devido ao efeito da serotonina no mauasculo liso vascular, enquanto medicamentos
betabloqueadores, como o propranolol, podem interagir com os ISRS (GOERINGER et al.,
2000).

Os ISRS apresentam menor cardiotoxicidade e maior margem de seguranca. Os efeitos
adversos mais reportados sdo neuroldgicos, psiquiatricos e gastrointestinais (HIEMKE e
HARTTER, 2000). Sdo também relatadas reacfes alérgicas, mania, perda de peso, diminui¢do
da libido, nduseas, ansiedade e insdnia. As maiores interagdes medicamentosas da fluoxetina
envolvem os aminoacidos L-dopa e L-triptofano, anorexigenos, anticonvulsivantes,
antidepressivos, ansioliticos, bloqueadores do canal de célcio, sais de litio e drogas de abuso
(MESSIHA, 1993), incluindo o 3,4-metilenodioximetanfetamina (“ectasy”) (RIETJENS et
al.,, 2012). Esse ISRS néo deve ser administrado concomitantemente com IMAO, pois a
interacdo entre os farmacos pode causar hipertermia, convulsGes e coma. Deve-se aguardar
periodo de cinco semanas antes de administrar qualquer IMAO, caso 0 paciente necessite
fazer uso deste medicamento e estiver sendo utilizada a fluoxetina. Antiarritmicos,
antipsicoticos, betabloqueadores e ADT, cujas vias de biotransformacdo envolvam as
isoenzimas inibidas pela fluoxetina, devem ter a dosagem reduzida e os pacientes devem ser
monitorados (STOKES e HOLTZ, 1997; CHEER e GOA, 2001; SPINA et al., 2003).

Recentes estudos sugerem a existéncia de pensamentos suicidas em individuos que fazem uso
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dos ISRS (CIPRIANI et al., 2005) (LICINIO e WONG, 2005). A FDA, 6rgdo norte-
americano de regulamentacdo de medicamentos, divulgou uma adverténcia quanto aos riscos
de suicidio dos pacientes utilizando essa classe de antidepressivos (WHITTINGTON et al.,
2004).



Introducdo 39

1.6 Técnicas de extracao

Nas analises toxicolégicas dos antidepressivos, é de fundamental importancia a
coeréncia e a conciliacdo entre as matrizes bioldgicas disponiveis e a situacdo de cada caso a
ser investigado. Por exemplo: em uma analise em urina foi constatada a presenca de
antidepressivos. Apenas com essa informacdo laboratorial, ndo é possivel relacionar com
certeza absoluta estes medicamentos sendo 0s responsdveis pelas alteragbes no
eletrocardiograma de um individuo atendido no pronto-atendimento de um centro de
intoxicacdo. Para melhores elucidagdes e informac6es mais conclusivas, a quantificacdo dos
AD deve ser realizada em amostras de soro ou plasma. Porém, para um imunoensaio rapido
de triagem, a urina é a amostra de escolha mais indicada, devido a maior facilidade de coleta,
ao elevado volume disponivel, a alta concentracdo dos analitos de interesse e a
disponibilidade de métodos analiticos j& validados publicados na literatura. A obtencdo dessa
matriz pode ser dificultada na emergéncia clinica, devido a retencéo urinaria, um dos sintomas
da intoxicacdo por ADT (KERR et al., 2001) e em casos postmortem, pois a urina nem
sempre estéa disponivel nessas situacfes (FLANAGAN e CONNALLY, 2005).

Na emergéncia clinica e no monitoramento terapéutico de farmacos, o plasma e soro
sdo as matrizes bioldgicas de escolha, evitando-se o sangue total e o hemolisado, pois em
diversos casos, a concentracdo do farmaco nas hemécias € diferente da concentra¢do no
plasma (GUPTA, 1992). Nos casos postmortem, conforme explicado anteriormente, deve-se
obter sempre que possivel o sangue total colhido na regido periférica, por ser menos suscetivel
a redistribuicdo (COOK et al., 2000). Nas amostras de sangue total postmortem, dificilmente
ndo havera hemdlise e presenca de coagulos nessa matriz.

Na toxicologia analitica, é necessaria a separacdo dos analitos de interesse da matriz
biolégica antes de submeté-los as identificacbes em equipamentos. Dentre as técnicas de
separacdo, destacam-se as seguintes:

- extracdo liquido-liquido (LLE);

- extragdo em fase solida (SPE);

- microextracdo em fase solida (SPME) e

- microextracdo em fase liquida (LPME).

Na LLE, o objetivo é transferir os analitos de interesse da matriz para outro liquido
imiscivel com esta, removendo os interferentes e outros compostos sem interesse. Em linhas
gerais, adiciona-se em um recipiente adequado o solvente organico junto a matriz bioldgica e

eleva-se 0 pH para 9-10 com hidréxido ou carbonato de sédio ou borato de potassio. A
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alcalinizacdo favorecera a formacdo de moléculas neutras (apolares) dos antidepressivos,
permanecendo estas na fase apolar (solvente organico) e separando-as das moléculas
ionizadas (fase polar). Os ADT, devido as suas semelhancas fisico-quimicas, podem ser
extraidos por essa técnica, o que ndo ocorre com o0s ISRS, IMAO e outras classes de
antidepreesivos (DUVERNEUIL et al., 2004). Os solventes mais utilizados séo n-heptano,
alcool isoamilico, éter dietilico, acetato de etila (GUPTA, 1992). E técnica mais antiga e ainda
a mais utilizada nos laboratorios analiticos e apresenta as seguintes desvantagens:

- 0s solventes utilizados necessitam apresentar elevada pureza, elevando os custos para
a aquisicéo destes;

- devido a necessidade de agitacdo, ha o risco inerente da formacgdo de emulsdes entre
as fases, resultando em separacgdo incompleta;

- apresentam, muitas vezes, mais de uma etapa, deixando os métodos extensos e
entediantes;

- 0 analista fica em contato com solventes de consideravel toxicidade;

- 0s residuos organicos gerados sdo da grandeza de litros e devem ser descartados de
forma segura, para evitar a contaminacdo ao meio ambiente e seres vivos (WALKER e
MILLS, 2002).

Na extracdo em fase solida (SPE), sdo utilizados cartuchos. Na parte interna destes ha
uma fase sélida estacionaria constituida por diferentes sorbentes, resultando em mecanismos
distintos de separacdo dos analitos, como, por exemplo, particdo (fase normal e fase reversa),
troca ibnica e exclusdo. Para obter essa classificacdo, 0s processos fisico-quimicos que
ocorrem durante a separacdo devem ser conhecidos. As principais forcas quimicas e fisicas
presentes entre as moléculas dos analitos e os sorbentes sdo as ligacBes de hidrogénio,
interacdes dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, dipolo induzido-dipolo induzido e
interacdes ibnicas. O SPE deve remover compostos interferentes e ndo interessantes as
analises, com reprodutibilidade aceitavel dos resultados (HUCK e BONN, 2000).
Basicamente ha quatro procedimentos comuns a todos os métodos utilizados em SPE:

- condicionamento do cartucho;

- carregamento da amostra;

- lavagem e remogé&o dos interferentes e

- eluicdo dos analitos desejados.

As principais desvantagens séo 0s elevados custos para a aquisi¢cdo dos cartuchos,
possibilidade das particulas de complexos bioldgicos bloguearem os poros dos cartuchos e o

tempo necessario para realizar cada etapa descrita acima. Uma importante vantagem deste
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procedimento é a possibilidade de técnicas online, nas quais a automagdo do SPE otimiza os
procedimentos (PETRIDES et al., 2014).

SPME e LPME sdo procedimentos de extracdo miniaturizados e podem ser
classificados como “técnicas verdes” ou “solventless” devido ao fato de utilizarem quantidade
reduzida de solventes organicos, com baixos volumes a serem manipulados e descartados
(ALVES et al., 2007; ESRAFILI et al., 2007; SILVA et al., 2009; DE FREITAS et al., 2010;
JAFARI et al., 2011; GHAMBARIAN et al., 2012; MASTROGIANNI et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2013; FILONZI et al., 2014).

A principal desvantagem da SPME ¢é a fibra utilizada possuir elevado custo e ser
fragil, com uma vida util limitada e a técnica apresentar baixos valores de recuperacGes
absolutas (1-10%). Na LPME, a recuperacdo é superior, ndo ha o efeito carryover, pois a
fibras podem ser descartadas ao término de cada extracdo devido ao seu reduzido custo para
aquisicdo (PEDERSEN-BJERGAARD e RASMUSSEN, 2005). O SPME j& possui protocolos
validados para procedimentos automatizados (MASTROGIANNI et al., 2012), enquanto o
LPME, por ser uma técnica relativamente recente, ainda € manual (FILONZI et al., 2014).

Nos ultimos anos, tem sido observada uma tendéncia em analises toxicologicas o
emprego de técnicas de preparacdo de amostras que valorizem a simplicidade e praticidade, a
menor manipulagdo da amostra e a diminuicdo do volume de solventes organicos,
caracteristicas tanto da LPME como da extragéo acelerada por solvente (ASE). A LPME pode
ser uma alternativa de tratamento de amostra onde outras técnicas miniaturizadas séo
incompativeis, como no caso da utilizacdo da microextracdo em fase solida (SPME) em
matrizes biologicas mais complexas. Alguns especialistas também reconhecem que a
utilizagdo da ASE é promissora nos casos de analise de visceras e outras amostras postmortem
e tem sido pouco explorada (FLANAGAN, 2007; ABEND et al., 2003; COOPMAN et al.,
1998). Nesse caso, alguns parametros analiticos como temperatura e pressdo de extracdo e
composicdo do solvente extrator devem ser otimizados para melhorar a eficiéncia de

recuperacdo e purificacdo dos analitos de interesse.

A ASE combina o aumento de temperatura e pressao com solventes para melhorar a
eficiéncia do processo de extracdo comparada com as técnicas convencionais. Amostras
solidas ou semissolidas sdo colocadas em uma célula, e esta € submetida a passagem de
solvente pressurizado, enquanto o sistema € mantido sob aquecimento controlado. O aumento
da temperatura acelera a extragdo cinética, pois o0 solvente aquecido € menos Viscoso,

aumentando o contato com a amostra de interesse e as ligagdes e interagdes responsaveis pela
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ligagdo dos analitos a matriz bioldgica, tais como pontes de hidrogénio, interacdes dipolo-
dipolo e van der Waals sdo mais facilmente quebradas. A elevacdo da pressdo mantém o
solvente aquecido no estado liquido durante o processo, mesmo com a temperatura superior a
temperatura de ebulicdo. A combinacdo dessas caracteristicas permite utilizar solventes nédo
organicos e técnicas mais rapidas e eficientes nos procedimentos de extragdo. Mesmo com
essas qualidades interessantes nas andlises toxicoldgicas, a ASE ainda é pouco utilizada.
Como resultado pode-se obter extragdes mais rapidas com significante reducdo do volume de
solvente normalmente utilizado em processos convencionais (RICHTER, 2000; SHEN e
SHAO, 2005; POPOT et al., 2006; FLANAGAN et al., 2007; LAU et al., 2010). Um
esquema do sistema de extracao acelerada por solvente pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5 — Representacdo do sistema de extracdo acelerada por solvente (ASE). (1)
Bomba; (2) Célula de Extracédo; (3) Recipiente de Coleta; (4) Nitrogénio; (5) Solvente.
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2. OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi o desenvolvimento, validagdo e aplicacdo de métodos
analiticos utilizando procedimentos recentes de preparacdo de amostras, tais como a
microextracdo em fase liquida (LPME) e extracdo acelerada por solvente (ASE),
seguidas por analises qualitativas e quantitativas com tecnologias de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Os analitos de interesse foram
antidepressivos e seus principais produtos de biotransformacdo em sangue total, humor
vitreo e figado de cadaveres para um melhor entendimento do fenémeno da

redistribuicdo postmortem de antidepressivos em tecidos biol6gicos humanos.
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3. MATERIAL

3.1 Equipamentos e acessorios

e Equipamento de cromatografia em fase gasosa, modelo GC-2010, acoplado
a um espectrometro de massa modelo GCMS-QP2010®, ambos da
Shimadzu Corporation — Toquio, Japdo. Gases especiais para cromatografia

em fase gasosa: nitrogénio e hélio (Air Products®);

e Coluna capilar HP-5MS (Agilent, Little Falls, EUA), composta com 5%
fenilmetil-siloxano, de 30 metros de comprimento, 250 um de didmetro

interno e 0,10 um de espessura do filme;

e Agitador magnético com aquecimento multiestacdes da marca IKA™,
modelo RT 10 Power;

e Fibras de microextracdo em fase liquida (hollow fiber) de polipropileno,
com 600 um diametro interno, 200 um espessura de parede e 0,20 pum

tamanho do poro, adquirido da Membrana ™, (Wuppertal, Alemanha);
e pHmetro Micronal®, modelo B474;
e Ultrassom Ultracleaner®, modelo 1600 A,
e Balanga Analitica Sartorius'™ (Goettingen, Alemanha);
e Balanca Semi-Analitica Shimadzu™ BL 2200H (T6équio, Jap&o).

e Equipamento para extracdo acelerada por solvente, modelo ASE 100

Accelerated Solvent Exctractor, da marca Dionex® (Sunnyvale, CA, USA);

e Equipamento para automacdo de extracdo em fase sélida, modelo GX-274
ASPEC, do fabricante Gilson® (Middleton, WI, USA);

e Cartuchos para extracdo em fase solida OASIS-HLB (60mg. 3 mL)
contendo adsorvente de fase mista, com uma parte hidrofobica
(divinilbenzeno) e outra hidrofilica (N-vinil-pirrolidina), adquiridos do
fabricante Waters® (Milford, MA, USA);
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e Terra diatomacea aquirida da DIONEX Corporation (Sunnyvale, CA,
EUA);

e Termobloco com funcdo de aquecimento e secagem de amostras Reacti-
Therm 11l da Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA);

e Kits de imunoensaio Triage 8™ da ALERE (San Diego, CA, EUA).

3.2 Reagentes e Reativos

e Metanol para analise da marca Merck®;

e Hidréxido de sédio da marca Merck®;

e Acido férmico da marca Merck®;

e Dodecano da marca Sigma-Aldrich®;

e Fosfato de potassio monobasico da marca Merck®;
e Fosfato de potassio dibasico da marca Merck®;

e Cloreto de sodio da marca Merck®.

3.3Amostras de sangue total

Foram utilizadas 06 (seis) bolsas com sangue total, doadas pelo Banco de Sangue do
Hospital Sirio Libanés. Cada unidade continha, em média, o volume de 400 mL, incluindo
sangue total e solucdo conservante de CPD (citrato,fosfato e dextrose). Previamente a doacéo,
0s seguintes exames soroldgicos foram realizados: Sifilis, Anti-HBC, Anti-HCV, Anti-HIV,
Anti-HTLV-I e Il, em consonancia com a Resolu¢do da Diretoria Colegiada (RDC) n° 57, de
Dezembro de 2010, a qual exige a aplicagdo destes ensaios antes dos procedimentos
transfusionais de sangue e seus componentes (BRASIL, 2010). Os resultados destes testes
eram, obrigatoriamente, ndo reativos.

O sangue total foi separado em aliquotas de 13 mL, armazenado em tubos c6nicos
plasticos com 15 mL de capacidade total, congelado e armazenado em freezer —20°C. Antes
do uso, os liquidos foram descongelados a temperatura ambiente (20-25°C) e agitados
vigorosamente para ressuspensao.

Em conformidade com Decreto-Lei n° 3.689 de 3 de Outubro de 1941, no qual esta
inserido Cddigo de Processo Penal, Art. 162, Decreto-Lei, 3.689 de 3 de Outubro de 1941, as
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autopsias foram realizadas com, no minimo, 06 (seis) horas ap6s o ébito (BRASIL, 1941). Na
prética, o tempo transcorrido entre o Obito e a coleta das matrizes bioldgicas foi de, no
minimo, 24 (vinte e quatro) horas. No Servico de Verificacdo de Obitos da Capital de S&o
Paulo (SVO), em obediéncia a Lei Estadual n® 10.095 de 3 de Maio de 1968, Art.4° | 1, as
necropsias realizadas nesse servico sdo de individuos falecidos de morte natural no Municipio
da Capital, sem atestado médico ou com atestado de moléstia mal definida (SAO PAULO
(ESTADO), 1968).

Para a obtencdo das 7 (sete) amostras de sangue total de cadaveres, em dias e horarios
previamente acordados, dois integrantes do nosso grupo de pesquisa permaneceram com 0S
profissionais do SVO durante periodo integral de realizacdo das necropsias nas datas
definidas. Em todos os cadaveres trabalhados nesse intervalo de tempo, amostras de urinas
foram colhidas destes e submetidas ao teste de imunoensaio denominado Triage 8™. Em
casos positivos neste exame de triagem, amostras de sangue total da veia femoral esquerda e
direita e da cavidade cardiaca foram colhidas, com a ajuda de médicos patologistas do

Servico.

3.4 Amostras de humor vitreo humano e bovino.

Procedimentos semelhantes aos explicados no item 3.3 foram aplicados para a coleta
de 6 (seis) amostras de humor vitreo humano, com o diferencial de, em amostras nao-reativas
no exame de triagem, essa matriz bioldgica foi obtida com objetivo de serem aplicadas como
“branco” no desenvolvimento do método. Em todos resultados dos testes prévios (positivo ou
negativo), os fluidos biolégicos foram colhidos com a ajuda de médicos patologistas do SVO.

A disponibilizacdo das matrizes biol6gicas bovina ocorreu junto a abatedouros
regionais. Apds o abate do animal, retirou-se delicadamente o olho da cavidade ocular e
imediatamente congelado. No momento do uso, este foi descongelado e com o auxilio de uma
agulha hipodérmica 40x12 (18G x 1 %) e uma seringa descartavel com volume 5mL
descartavel, todo o liquido intraocular foi drenado.

3.5 Amostras de figado humano e bovino.

Segmentos do lobulo direito de figado humano foram acondicionados em embalagens
plasticas estereis e individuais logo apos a autdpsia no servigo de Obitos. Na parte externa

destes frascos, uma identificagdo numeral foi aderida e congelada, permanecendo no freezer
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até o momento da anélise. Para estudos comparativos com replicatas bovinas, adquiriu-se em

casa de carnes (“agougues”) por¢des de aproximadamente 300g ja seccionadas.

3.6 Comité de ética

O presente trabalho foi aprovado pelo CONEP sob o numero 830/2009 e devidamente
autorizado ap6s aprovacdo SVOC-USP, CAPPesq e FCF-USP, conforme apresentados no

item Anexo deste documento.

3.7 Padrdes analiticos

Solucdes, em metanol, na concentracdo de 1 mg/mL de amitriptilina (AMI),
nortriptilina (NTR), imipramina (IMI), desipramina (DES), fluoxetina (FLU), norfluoxetina
(NFL), clomipramina (CLO) e desmetilclomipramina (DMC) foram adquiridos da
Cerilliant™ Analytical Reference Standards (Round Rock, TX, USA). Os padrGes deuterados
amitriptilina-d3 (AMI-d3), nortriptilina-d3 (NTR-d3), imipramina-d3 (IMI-d3), desipramina-
d3 (DES-d3), fluoxetina-d6 (FLU-d6), norfluoxetina-d6 (NFL-d6), clomipramina-d3 (CLO-
d3) e desmetilclomipramina-d3 (DMC-d3), todos na concentracdo de 100 pg/mL, em
metanol, também foram adquiridos da Cerilliant™ Analytical Reference Standards (Round
Rock, TX, USA).

As concentragdes das solucbes de trabalho dos padrdes ndo-deuterados foram de 100
ug/mL, utilizando metanol como solvente. Para os padrBes deuterados, com exce¢do da
amitriptilina, cuja concentragéo foi de 1 ug/mL, a concentragdo foi de 10 ug/mL.

As estruturas quimicas dos antidepressivos sdo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6: estruturas quimicas dos antidepressivos participantes do estudo. (a) Amitriptlina,
(b) nortriptlina, (c) desipramina, (d) imipramina, (e) clomipramina, (f) desmetilclomipramina,
(9) fluoxetina, (h) norfluoxetina.
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Na continuidade dos estudos a serem aduzidos neste trabalho, propondo facilitar a
apresentacdo dos resultados, posterior discussao e entendimento das conclusdes, o documento
foi dividido em partes, conforme descrito abaixo:

. PARTE I: contempla meétodo, resultados e discussdo relacionados a

metodologia desenvolvida para sangue total com antidepressivos e seus principais

produtos de biotransformacao;

o PARTE II: contempla método, resultados e discussdo relacionados a

metodologia desenvolvida para humor vitreo com antidepressivos e seus principais

produtos de biotransformacao;

o PARTE Ill: contempla método, resultados e discussdo relacionados a

metodologia desenvolvida para figado com antidepressivos e seus principais produtos

de biotransformacdo com figado e antidepressivos.
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4. METODOS

4.1 Microextracdo em fase liquida (LPME) para AD em sangue total

Em um frasco de fundo chato, com capacidade para 5 mL, contendo um agitador
magnético de 10 mm por 3 mm, adicionou-se 500 L de sangue total em 3,5 mL de NaOH 0,1
mol/L (fase doadora). Para cada extracdo, foram utilizadas duas fibras ocas porosas, medindo
8 cm cada. ApoOs o procedimento extrativo, estas foram inutilizadas, evitando, o fendmeno
carry over ou arraste, em lingua patria. As concentragdes dos padrdes deuterados, em 1 mL de
sangue total, foram: amitriptilina-d3 10 ng; nortriptilina-d3 e desipramina-d3 250 ng;
norfluoxetina-d6, fluoxetina-d6, imipramina-d3 e clomipramina-d3 100 ng. O sistema da
LPME escolhido foi o denominado trifasico. Antes da extracdo, as fibras foram submersas
durante 20 segundos em um tubo de conico de 15 mL contendo o solvente imiscivel em agua
dodecano (hidrocarboneto pertencente a familia dos alcanos). Com este procedimento, as
paredes (interna e externa) da fibra adquire permeabilidade seletiva. Na sequéncia, no limen
da fibra foi inserido, com o auxilio de microponteira, o liquido aceptor (acido férmico, na
concentracdo de 0,1 mol/L). As moléculas dos antidepressivos deste estudo, que apresentam o
pKa alcalino, com valores entre 9,10 (norfluoxetina) e 10,47 (nortriptilina), diluidos em o
NaOH 0,1 mol/L, permanecem, a maior parte delas, na forma molecular e séo capazes de
atravessar a camada organica dos poros da fibra. Ao entrar em contato com o liquido aceptor
acido, muitas destas moléculas sdo capazes de se carregar positivamente, mudando para a
forma ionizada. Nessa conformacdo, ndo possuem as caracteristicas fisico-quimicas
favoraveis para retornar a matriz bioldgica pela membrana interna da fibra. Assim, o liquido
aceptor funciona como armadilha, aprisionando e concentrando os analitos. O sistema foi
mantido sob agitacdo magnética, na velocidade de 1200 rpm, por trinta (30) minutos, na
temperatura de 55°C para aumentar a velocidade de transferéncia dos analitos para a fase
extratora (PEDERSEN-BJERGAARD e RASMUSSEN, 2005). Apos o periodo de extracéo, o
liquido aceptor foi retirado com o auxilio de uma microponteira, evaporado na temperatura de
40°C, sob fluxo de nitrogénio, ressuspendido em 30 pL de metanol e 2 pL foram injetados no
equipamento de cromatografia gasosa acoplado ao espectrébmetro de massa. ReacOes
adicionais de derivatizacbes ndo foram necessarias para as analises. Os procedimentos

realizados nas extracOes sdo apresentados na Figura 7.
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Frasco de fundo chato, com
5 mL de capacidade

Fibra oca para LPME em
forma de “U”

Barra magnética
(peixinho) de 10 mm

Sangue total, NaOH,
pool de antidepressivos

Figura 7: Frasco com fundo chato e acessorios utilizados para LPME de antidepressivos com
sangue total.



Métodos 56

L == i ——————— e ——
Fibra oca de 8 cm Acido férmico 500 pL de ST 30 minutos agitacdo
tratada com dodecano 0,1 mol/L 3,5mL NaOH 0,1 mol/L 55°C

(fase aceptora)

N

. .
N 1
(S5
5L

Retirada fase aceptora Evaporacdo sob N»(g) a40°C 2 pL da solugdo ressuspendida em
metanol sdo injetadas no GC-MS

Figura 8: Imagens representado o fluxo dos procedimentos de extracdo utilizando LPME e
analises por GC-MS..
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4.2 Condigdes cromatogréaficas

As injecOes foram realizadas no modo splitless. O gas de arraste foi hélio, com fluxo
constante a 0,6 mL/min (5,9 psi de pressdo). A temperatura do injetor foi selecionada em
220°C. A coluna utilizada foi a HP-5MS de 30 metros de comprimento, 250 um de didmetro
interno e 0,10 um de espessura do filme.

As condigdes de aguecimento na coluna, dentro do forno do GC, sdo apresentadas no
Quadro 4:

Temperatura inicial = 125°C

Aumento da . A
Temperatura final Permanéncia nessa
Rampa temperatura (°C) temperatura (minutos)
°C/minuto P
1 50 190 0
2 5 225 3
3 50 230 1

Tempo total de separacdo cromatografica: 13 minutos

Quadro 4: condicdes de elevacéo e controle de temperatura do cromatégrafo gasoso

Para identificar os analitos, ap6s analises no GC-MS no modo full scan, utilizou-se o
modo SIM. Devido a proximidade do tempo de separacdo cromatografica entre alguns
analitos, foi necessaria a utilizacdo do modo SIM, reunindo os antidepressivos em trés grupos

e monitorando seguintes ions (m/z), com dwell 0.20s, apresentados no Quadro 5.

. : Intervalo de monitoramento
Antidepressivos (min) m/z
Norfluoxetina e Norfluoxetina-d6 40-6.0 104/134/191 e 140
Fluoxetina e Fluoxetina-d6 T 104/148/309 e 315
Amitriptilina e Amitriptilina-d3 115/189/215 e 61
Nortriptilina e Nortriptilina-d3 70-95 215/220/263 e 266
Imipramina e Imipramina-d3 T 193/234/280 e 283
Desipramina e Desipramina-d3 193/234/266 e 269
Clomipramina e Clomipramina-d3 9.5-13 40 228/242/314 e 317
Desmeticlomipramina ’ ’ 229/242/300

Quadro 5: Grupos dos antidepressivos e respectivos ions (m/z) utilizados no modo SIM.
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Nos célculos das integrais das areas obtidas nos cromatogramas, sempre que possivel,
o ion quantificador escolhido foi 0 molecular. Quando este ndo permitia uma boa resolucéo,
optou-se sempre pelo maior m/z, possibilitando maior especificidade do analito avaliado. O
ion mais abundante, para os antidepressivos triciclicos, € o m/z de 58. Isso foi observado
particularmente em relacdo a amitriptilina. Outros trabalhos publicados reportam a
quantificacdo por esse ion (LEE et al., 2008; PAPOUTSIS et al., 2012).

Particularmente, para o padrdo AMI-d3, o ion m/z 61 foi o quantificador, pelos
seguintes motivos:

* 0 custo para aquisicdo deste isdtopo da AMI é extremamente elevado e

* mesmo em altas concentragdes deste Pl no ST (500 ng/mL), o cromatograma obtido
quantificando o ion molecular ndo apresentou boa resolucéo.

Essa estratégia permitiu, devido a abundancia desse ion (m/z = 61), desenvolver o
estudo com a AMI-d3 na concentragdo 10 ng/mL.

No Quadro 6, sdo apresentados os m/z. Na presenca do ion molecular quantificador

dos antidepressivos, acrescentou-se a observagao “(molecular)”.
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Antidepressivos

lon quantificador (m/z)

Norfluoxetina-d6

140

Norfluoxetina

134

Fluoxetina-d6

315 (molecular)

Fluoxetina 309(molecular)
Amitriptilina-d3 61
Amitriptilina 202

Nortriptilina-d3

266 (molecular)

Nortriptilina 263 (molecular)
Imipramina-d3 283 (molecular)
Imipramina 280(molecular)

Desipramina-d3

269 (molecular)

59

Desipramina 266 (molecular)

Clomipramina-d3 317 (molecular)

Clomipramina 314(molecular)
Desmetilclomipramina 229

Quadro 6: lons quantificadores utilizados nos estudos de antidepressivos apds LPME e
andlises no GC-MS

4.3 Otimizacédo do método

Para otimizar a eficiéncia da extracdo, cada parametro foi avaliado de forma
independente, e apenas uma variavel foi modificada em cada conjunto de experimentos
(analises monovariaveis). N&o se alteraram os demais parametros pertinentes a LPME. Os
seguintes parametros foram analisados: a escolha da fase organica (n-hexiléter, octanol,
undecano ou dodecano), a escolha de uma fase receptora (acido formico e acido cloridrico,
nas concentracdes de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, ou 0,5 mol/L), o tempo de extracdo (5, 15, 30, 45, 60,
ou 90 minutos), a velocidade de agitacdo magnética (250, 500, 1000, ou 1200 rpm), e a
temperatura de extracdo (25, 35, 45, 55, 65, ou 75 ° C) . Triplicatas de sangue total contendo

500 pL cada e 500 ng/mL de cada analito foram submetidos a condi¢des acima descritas. Ao
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término das identificagdes e quantificacBes analiticos, os picos cromatografico médios

absolutos foram avaliados e mensurados.

4.4 Recuperagao

Recuperacdo, um termo analitico utilizado para quantificar a porcentagem dos analitos
presente no final do procedimento de extracdo no sangue total, foi estudada. E quantificado
pela adicdo, apds os procedimentos de extracdo de uma quantidade conhecida dos analitos, em
uma amostra branca do sangue total. Compara-se esse valor (ndo-extraido) com as
quantidades obtidas apds a extracdo (extraido), sendo a primeira classe denominada 100%.
Trés niveis de concentracdo dos antidepressivos foram analisados (50, 500 e 1000 ng/mL) de

acordo com o método descrito anteriormente em seis replicatas.

4.5 Precisdo Inter- e intradias

Os estudos de precisdo e exatiddo foram desenvolvidos em experimentos com
amostras de sangue total contendo concentracGes de 50, 500 e 1000 ng/mL de todos os
analitos em trés dias diferentes e consecutivos. As analises foram realizadas em trés
repeticdes para cada dia. Precisdo, definido como o desvio-padréo relativo, foi determinado

por repeti¢Oes intra- e interdias. Em cada analise, seis replicatas foram utilizadas.

4.6 Linearidade

A linearidade do método foi obtida pelos calculos das amostras de sangue total
contendo todos os analitos, em seis repeti¢des, nas seguintes concentragdes para cada analito:
20, 200, 400, 600, 800, 1000 e 1200 ng/mL. Na sequéncia, estudos de heteroscedasticidade
foram aplicados (ALMEIDA et al., 2002)
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4.7 Exatidao

Segundo a Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX, 2013), a
exatiddo pode ser definida, em porcentagem, como o grau de concordancia entre a média
dos resultados obtidos experimentalmente e o valor verdadeiro e conhecido de uma amostra.
Deve ser aplicada em todos os métodos quantitativos, utilizando trés niveis diferentes de
concentracdo (baixo, médio e alto), no minimo em trés replicatas.

A formula a ser aplicada nos calculos é:

Exatiddo (%) na concentracéo , = [média obtida nos calculos da concentragéo , — concentracdo nominal ] x 100

Concentragdo nominal de x

O valor méaximo aceitavel € £ 20% em cada concentracdo, exceto em casos onde a

exatiddo dos analitos preciso ser maior (exemplo: etanol). Nessa situacdo, o limite é £10%.

4.8 Limites de detecc¢do e quantificacéo

Utilizando-se o guia de validacdo da SWGTOX, o limite de deteccdo € a menor
concentracdo estimada de um analito na amostra que se pode, com seguranca, ser diferenciada
do branco da matriz e identificada pelo método analitico. Para o limite de quantificagdo,
defini-se como a menor concentracdo estimada de um analito na amostra que pode ser
quantificada seguramente com valores de precisdo e exatidao aceitaveis.

Para os estudos do limite de deteccdo (LOD), em seis replicatas, de bolsas de sangue
distintas, foram adicionadas concentracdes decrescentes dos antidepressivos: 100, 50, 20, 10 e
5 ng/mL. O LOD foi considerado como a menor contragdo capaz de produzir uma resposta no
GC-MS, maior ou igual a trés vezes o ruido das amostras brancas e, ab mesmo tempo,
alcancado critérios pré-definidos de identificacdo e quantificacdo, incluindo o tempo de
retencdo, formato do pico, relagdo massa/carga.

Com o objetivo de determinar o limite de quantificacdo (LOQ), em seis replicatas de
sangue total obtidos de bolsas de sangue distintas, foram adicionadas concentragoes
decrescentes dos antidepressivos: 100, 50, 20, 10 e 5 ng/mL. A menor concentragéo utilizada
que ficou conforme com a curva de calibragdo previamente estabelecida e que obedeceu aos

critérios de preciséo, exatiddo e identificacdo aceitaveis, foi a estimada.
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4.9 Integridade da diluicdo

Nas analises de rotina, € possivel encontrar amostras com concentracdes acima para a
curva de calibragdo (ou seja, em casos de overdose letal). Entdo, para obter resultados
confiaveis, uma diluicdo da amostra é necessaria. Integridade da diluicdo foi demonstrada
pela adicdo na matriz biologica dos analitos em trés niveis elevados (4000, 8000 e 12000
ng/mL). O sangue total foi utilizado para diluir essas concentracdes elevadas, até obter 1000
ng/mL dos antidepressivos. Esse valor final obtido est4d contemplado na lineariedade do
método e pode, com seguranca, quantificar valores elevados. As analises foram realizadas em
triplicata para cada concentracdo. Exatiddo e precisdo devem estar dentro dos critérios
aceitaveis, dentro de + 15% (PETERS et al., 2007).

4.10 AplicacGes em casos reais post-mortem

O método otimizado e validado foi aplicado para a identificacdo e quantificacdo de
sete amostras de sangue total de cadaveres atendidos no SVO (Servico de Verificacdo de
Obitos). Inicialmente realizou-se a triagem, com um método de imunoensaio (Triage 8 —
Alere), cujo cut-off para antidepressivos triciclicos € 1000 ng/mL, utilizando-se a urina como
matriz biolégica. Em casos positivos para o teste, colheu-se amostras de sangue total,
provenientes da cavidade cardiaca e feia femoral. As amostras ficaram armazenadas em

freezer a — 20°C até o momento da analise.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a LPME trifésica, 0 uso de um solvente organico para preencher 0s poros da
fibra é essencial. As caracteristicas fundamentais deste liquido é ser imiscivel com as fases
doadoras e receptoras, apresentar baixa volatilidade para garantir perda minima de solvente
durante os procedimentos de extracdo, ser compativel e inerte com a fibra de polipropileno e
ter afinidade com os analitos de interesse. Os valores de log para o coeficiente de particdo
octanol/agua (Log P) dos antidepressivos avaliados nesse trabalho varia entre 3,55-4,88. Com
base nestas consideracdes, quatro solventes organicos (n-hexil-éter, octanol, undecano e
dodecano) foram avaliados LPME. Individualmente escolhidos para o tratamento das fibras,
cada um foi analisado em triplicada. O solvente organico com melhores resultados obtidos
nos experimentos visando a otimizacdo do método foi dodecano (dados ndo mostrados). O
hidrocarboneto escolhido esta de acordo com publicagdes prévias (ESRAFILI et al., 2007).

Reacdes quimicas de derivatizacdo, resultando em procedimentos adicionais, ndo
foram necessarias, diferentemente de outros pesquisadores que avaliaram estes analitos e 0s
caracterizam empregando técnicas de cromatografia gasosa (KUDO et al., 2009 ;
KHRAIWESH et al., 2011; PIETRACCI et al., 2013).

Os valores de pH das amostras e solugbes doadoras e aceptoras sdo importantes na
LPME trifasica. Os analitos devem ser utilizados nas suas formas neutras, permitindo que eles
sejam extraidos pelos poros com permeabilidade seletiva da fibra. Para analitos basicos, tais
como os AD, o pH da solucdo de amostra devem ser elevadas (preferencialmente 3 unidades
superiores ao valores de pKa dos analitos), enquanto que a fase receptora deve ser acida (de
preferéncia trés unidades abaixo do pKa valores dos analitos) (HALVORSEN et al., 2003).
Estas condices foram obtidos utilizando NaOH 0,1 mol/L (fase dadora) e para a fase
aceptora, os experimentos sdo mostrados no proximo paragrafo.

O proximo estudo foi a verificagdo da melhor fase aceptora. Dois acidos foram
avaliados: acido cloridrico e acido férmico. O acido organico obteve o melhor rendimento
(dados ndo mostrados) e optou-se por utiliza-lo nos procedimentos subsequentes. Decidido o

acido, as concentragdes deste foram variadas, conforme aduzido na Figura 9.
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Figura 9 — Estudos das melhores concentracdes do &cido formico para a otimizacdo do
método utilizando LPME seguida de anélises em GC-MS. Média de trés replicatas.

Analisando a figura acima, pode-se observar uma tendéncia na diminui¢do das areas
absolutas dos antidepressivos com o aumento da concentracdo do acido férmico e
consequente diminuicdo do pH intralimen da fibra de polipropileno. Baseando nos conceitos
apresentados anteriormente (HALVORSEN et al., 2003), parece existir um intervalo 6timo
para a fase aceptora e pH mais baixos podem prejudicar as extragdes por LPME. Utilizando e
aferindo os dados gerados nos experimentos, a concentragdo da fase aceptora foi de 0,1
mol/L.

Na Figura 10, sdo apresentados os resultados para diferentes tempos de extracdo da

LPME utilizando sangue total e antidepressivos, seguida de analises por GC-MS.
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Figura 10 — Estudos das melhores concentracfes do acido formico para a otimizagdo do
método utilizando LPME seguida de analises em GC-MS. Média de trés replicatas.

A Figura 10 permite relacionar maior tempo de extracdo e melhor separacdo dos
analitos, pois houve um acréscimo na area absoluta com periodos mais prolongados de
contato entre as fibras de LPME e a matriz bioldgica avaliada. De fato, o procedimento de
extracdo por LPME é um processo de equilibrio e € necessario um tempo de suficiente para
permitir a separagdo dos analitos entre as fases liquidas. Porém, ao triplicar o tempo de 30
para 90 minutos, a eficiéncia da extracdo ndo acompanhou essa progressdo. Ao dobrar o

intervalo de 15 para 30 minutos, todos os analitos apresentaram novas areas superiores a razao
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2. Com isso, consolidando um método ndo entediante e o mais agil possivel, o tempo de
extracdo eleito para os propositos deste trabalho foi 30 minutos.

O proximo parametro avaliado e otimizado foi a velocidade de agitacdo magnética
proporcionada ao vial contendo sangue total e os analitos no procedimento de extracdo. A

exposicdo da Figura 11 possibilita algumas conclusdes.
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Figura 11 — Estudos das melhores concentracfes do acido formico para a otimizacdo do
método utilizando LPME seguida de analises em GC-MS. Média de trés replicatas.

A principal contribuicdo da velocidade de agitacdo para LPME é a efetiva
transferéncia dos analitos entre as fases. A cinética de extragdo pode ser acelerada por
agitacdo, facilitando a difusdo do analito presente na fase doadora, atravessando o solvente
organico e atingido a fase aceptora. Os resultados propostos na Figura 11 indicam a
associagdo da cinética aumentada em conjunto com maiores velocidade de agitagdo.

Publicacbes prévias sugerem o aparecimento de bolhas na fibra de polipropileno com
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velocidades de agitagdo superiores (ESRAFILI et al., 2007; JAFARI et al., 2011). Porém, tal
ocorréncia ndo foi evidenciada nos experimentos executados e a maior velocidade de agitagéo
(1200 rpm) foi selecionada. Essa escolha ndo acarretou qualquer aumento no tempo de
extracéo.

O ultimo pardmetro para a otimizacdo do método foi a temperatura de extragdo. Essa
variavel foi modificada através de um dispositivo presente no agitador multiestacGes

utilizado. Os resultados séo exibidos na Figura 12.
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Figura 12 — Estudos das melhores concentracGes do &cido formico para a otimizagdo do
método utilizando LPME seguida de analises em GC-MS. Meédia de trés replicatas.
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A temperatura é um pardmetro importante e pode influenciar de extracdo. Através da
maior agitagdo das moléculas, ocorre a melhor difusdo do analito para a fase receptora. No
entanto, temperaturas elevadas podem causar a perda de solvente, e o rendimento da extracdo
pode ser diminuido. No presente estudo, a melhor eficiéncia da extracao foi alcancada a 55°C.
Nos estudos de otimizagdo, o analito desmetilclomipramina ndo estava presente, pois sua
aquisicdo no comércio foi prejudica por procedimentos burocréaticos de importacdo de
produtos controlados pertencentes a RDC 344/98. Um cromatograma contendo todos o0s

analitos ndo-deuterados utilizados neste estudo € apresentado na Figura 13.
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Figura 13: Cromatograma obtido por LPME contendo sangue total adicionando de norfluoxetina (A),
fluoxetina (B), amitriptilina (C), nortriptilina (D), imipramina (E), desipramina (F), clomipramina (G)
e desmetilclomipramina (H). Apds a extracdo, os analitos foram analisados por GC-MS.
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Com o método otimizado, foram aplicados estudos de validacdo. Inicialmente,
realizou-se a avaliagdo da recuperagédo. Os resultados séo agrupados e registrados na Figura
14,
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Figura 14 — Recuperacfes de antidepressivos em sangue total, nos niveis baixo (50 ng/mL), médio
(500 ng/mL) e alto (1000 ng/mL) em amostras de sangue total, apds LPME, seguida de analises em
GC-MS médio (500 ng/mL) de antidepressivos com 500 pL sangue total, apos extracdo por LPME e
analises por GC-MS. Média de 06 replicatas (areas relativas).

Os valores de recuperacdo dos antidepressivos em sangue total utilizando a técnica de
LPME variaram entre 32% e 89%. Em comparagdo com dados prévios publicados, observa-se
recuperacdes superiores ao trabalhado apresentado por Halvoren et al (2003) (HALVORSEN
et al., 2003) e semelhante ao grupo de Bardtsu et al (2007) (BARDSTU et al., 2007). Esse
altimo, porém, apesar de trabalhar antidepressivos e LPME, realizou 0s ensaios com agua
substituindo a matriz bioldgica. O menor valor apresentado foi para o antidepressivo
norfluoxetina. Esse achado esta em acordo com as caracteristicas da extracdo por LPME, pois
compostos polares (dentre os oitos analitos, a norfluoxetina é a mais polar) apresentou
rendimento inferior devido as propriedades do método (PEDERSEN-BJERGAARD e
RASMUSSEN, 2005). O coeficiente de variagdo ficou inferior a 10% em todos os niveis,

contemplando o conjunto dos antidepressivos utilizados.
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Para certificar que o método desenvolvido é preciso, foram aplicados estudos de
coeficiente de variacdo (CV), obtido pela divisdo do desvio-padrdo com a media das areas
relativas dos antidepressivos e respectivos deuterados. O critério de aceitacdo utilizado foi
valores inferiores a 10%. Para os estudos de precisdo intra- e interdias, realizaram-se
experimentos com os antidepressivos em trés niveis: baixo (50 ng/mL), médio (500 ng/mL) e
alto (1000 ng/mL). Foram analisados trés dias consecutivos e em cada, 06 (seis) replicatas. Os

resultados sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Coeficientes de variacdes (CV) inter e intradias dos antidepressivos em amostras de
sangue total ap6s LPME e anéalises em GC-MS.

Analito Nivel Baixo Nivel Médio Nivel Alto
(50 ng/mL) (500 ng/mL) (1000 ng/mL)
CcVv CcVv CVv CVv CVv CVv
intradia interdias intradia interdias intradia interdias

Norfluoxetina 5,3% 6,8% 4,4% 8,6% 6,4% 2,3%
Fluoxetina 6,9% 6,6% 5,5% 9,0% 2,8% 9,8%
Amitriptilina 5,1% 4,2% 5,9% 1,6% 6,4% 3,4%
Nortriptilina 5,2% 1,9% 5,1% 9,4% 4,0% 3,8%
Imipramina 4,6% 5,9% 3,9% 8,9% 2,6% 0,7%
Desipramina 6,6% 1,3% 8,0% 9,7% 3,7% 10,0%
Clomipramina 5,6% 9,8% 2,4% 0,6% 1,6% 5,0%
Desmetilclomipramina  6,8% 7.8% 9,7% 1,8% 6,8% 4,5%

Os resultados acima permitem concluir que o método, nas condi¢Bes otimizadas, é
preciso, com coeficiente de variagéo, incluindo as condi¢des interdias, abaixo de 10%. Nos
experimentos, diferentes membros da equipe estiveram envolvidos nas pipetagens dos
volumes necessarios para os procedimentos de extracao e quantificacao.

Esse pardmetro analitico foi um dos mais complicados a ser obtido e aceito dentro dos
valores estabelecidos de validagdo. Uma possivel explicacdo para isso é o préprio método de
extracdo LPME. Por ser uma técnica ainda totalmente manual, na qual incluem
micropipetagens e volumes reduzidos, reduzidas variagdes entre os experimentos, resultam
em altos coeficientes de variagéo.

A linearidade do método foi o foco da proxima avaliacdo. Utilizando-se de sete (07)
concentragdes dos antidepressivos em sangue total (20, 200, 400, 600, 800, 1000 e 1200
ng/mL), foram obtidas equacdes da reta, com posteriores célculos de regressdo e
heteroscedasticidade. Para os calculos estatisticos e posterior classificagdo, foram utilizados
calculos da distribuicdo de F(ALMEIDA et al., 2002). Na Tabela 4, encontram-se os valores
obtidos.
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Tabela 4: Heteroscedasticidade, regressdo linear ponderada, equacdo de regressdo linear e
coeficiente de correlagdo dos antidepressivos em sangue total analisados durante a validagao
do método de LPME e GC-MS. Média de seis replicatas.

. . Heteros- Re_gressao Equacdo de regressao Coeficiente
Antidepresssivo . - linear . <
cedasticidade”: ponderada linear de correlagéo
Norfluoxetina Sim 1/%° y = 1,68335x +0,04166  r* = 0.99969
Fluoxetina Sim 11y y =0,01890x — 0,04707 r*=0.99974
Amitriptilina Sim 1/%°? y = 0,00695x + 1,41425 r?=0.99293
Nortritptilina Né&o -- y = 0,00309x + 0,12627 r*=0.99405
Imipramina Sim 1/% y =0,01162x — 0,01742 r?%=0.99663
Desipramina Sim 1/x y =0,00056x + 0,11621 r*=0.99644
Clomipramina Néo - y =0,00746x + 0,14142 r?=0.99395
lerﬁfgg:n”i'na Néo - y =0,01228x + 0,21194 2= 0.99257

Pode-se concluir, baseando-se na Tabela 4, o fendmeno da heteroscedasticidade foi
encontrado nos antidepressivos norfluoxetina, fluoxetina, amitriptilina, imipramina e
desipramina. Uma explicacdo para esse achado analitico é a grande magnitude das
concentracdes dos antidepressivos utilizadas para obter a lineariedade, onde pequenas
variagcdes nos resultados obtidos, principalmente nas concentragdes mais baixas, podem
resultar em grandes erros nos calculos das concentracdes. Diante disso, tornam-se
indispensaveis os calculos de heteroscedasticidade, pois 0 método aqui apresentado, também é
capaz de detectar pequenas concentracdes dos antidepressivos no sangue total, incluindo
dosagens subterapéuticas. Para efeitos comparativos, ndo foi possivel localizar estudos
anteriores realizados nos quais a heteroscedasticidade com antidepressivos foi mensurada.

Para a exatiddo, os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados de exatiddo em trés niveis de concentracdo dos antidepressivos em
sangue total (baixo, médio e alto) obtidos por LPME, seguidos de analises cromatograficas
por GCMS. Média de 06 replicatas em cada nivel.

) _ Nivel baixo Nivel médio Nivel alto
Antidepressivos
(50 ng/mL) (500 ng/mL) (1000 ng/mL)

Norfluoxetina 3,4% 4,2% 4,1%
Fluoxetina 6,0% 6,1% 3,8%
Amitriptilina 3,8% 4,4% 6,4%
Nortritptilina 6,3% 5,2% 4,3%
Imipramina 0,7% 5,5% 6,9%
Desipramina 3,2% 3,4% 7,1%
Clomipramina 5,3% 4,6% 4,0%
Desmetil- 6,4% 4,8% 5,1%

clomipramina
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Comparando-se com a literatura disponivel (PAPOUTSIS et al., 2012), conclui-se que
os valores obtidos estdo de acordo com os publicados previamente. Os resultados obtidos
estdo conformes aos preconizados pela SWTOX (SWGTOX, 2013), garantindo a exatidao
do método estudado esta conforme. N&o foi encontrando uma tendéncia nas concentragdes
dos antidepressivos analisados, na qual o acréscimo da concentragdo resultaria em maior ou
menor exatidao.

Para os limites de deteccdo e quantificacdo, foram obtidos, respectivamente, os valores
de 10 ng/mL e 20 ng/mL dos antidepressivos em sangue total. Tais quantidades contemplam
doses sub-terapéuticas, pois segundo a literatura especializada (BRUNTON et al., 2011), as
concentracdes dos antidepressivos que permitem classifica-las como terapéutica, toxica e
letal, sdo, respectivamente, em ng/mL: 100-250, 500 e 1000. Ha excecdes nas dosagens
terapéuticas para a nortriptilina (50-150 ng/mL), desipramina e imipramina (150-250
ng/mL), fluoxetina e norfluoxetina (100-300 ng/mL).

Um dos objetivos do desenvolvimento e validacdo de metodos analiticos € sua
aplicabilidade nas rotinas das emergéncias hospitalares e em casos forenses. As
concentragdes sanguineas nesses ambientes podem estar elevadas, extrapolando a
linearidade do método disponivel. Sabendo dessa situacdo e da importancia da correta
mensuracdo da concentracdo dos antidepressivos na matriz biolégica sangue, foram
contemplados nesse trabalho, estudos do parametro denominado integridade da dilui¢do. O
primeiro procedimento foi a obtencdo de uma curva de linearidade com concentrac@es de
400, 800 e 1200 ng/mL. A seguir, em replicatas contendo elevadas concentracdes dos
antidepressivos (4000, 8000 e 12000 ng/mL), utilizou-se o préprio sangue total isento de
quaisquer AD para a diluicdo destas até a quantidade dos analitos pertencer ao intervalo de
linearidade do método (PETERS et al., 2007). Os valores alcangados nessas analises sdo

mostrados Tabela 6.



Resultados e discussdo 74

Tabela 6: Resultados da integridade da diluicdo dos antidepressivos em sangue total durante a
validacdo do método por LPME e GC-MS

Analitos NFL FLO AMI NTR IMI DES CLO DMC
CV (%)

4000 (ng/mL) 4,6 6,1 2,5 57 2,4 2,4 0,9 9,3
8000 (ng/mL) 4,9 0,7 43 5,0 18 8,6 6,0 15
12000 (ng/mL) 8,2 53 8,6 7,9 13 3,4 0,8 6,9
Exatidao(%)

4000 (ng/mL) -4,3 -3,0 -7,8 1,9 51 0,1 -1,5 -7,2
8000 (ng/mL) -4,6 -5,4 -9,5 -2,3 -9,7 -10,1 10,1 -8,6
12000 (ng/mL) -1,7 8,5 3,9 5,7 13,2 -1,4 -12,2 -1,8

NFL: norfluoxetina; FLU: fluoxetina; AMI: amitriptilina; NTR: nortriptilina; IMI: imipramina; DES:
desipramina; CLO: clomipramina; DMC: desmetilclomipramina. CV = coeficiente de variagdo

Os resultados obtidos permitem concluir que a integridade da diluicdo pode ser
aplicada na rotina dos centros de intoxicacdes ou onde seja necessaria a quantificacdo de
concentracdes elevadas de antidepressivos em sangue total.

Publicacdo prévia relata a estabilidade dos antidepressivos contidos em amostras de
sangue total colhido de vasos periféricos e armazenadas na forma congelada por um ano a —
20°C (HOLMGREN et al., 2004). Com isso, novos estudos contemplando a estabilidade dos
AD em sangue total ndo proporcionariam conhecimentos inéditos para a pesquisa e ndo foram
realizados nesse trabalho.
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Figura 15: Cromatogramas obtidos ap0s realizacdo de microextracdo em fase liquida LPME e analises
por GC-MS. Os itens “a” representam uma amostra de sangue adicionada de AD e respectivos padrdes
internos (PI) deuterados e “b” representa outra amostra de sangue total sem quaisquer adigdes de AD e
Pl. A concentracdo de todos os AD pipetados foi de 500 ng/mL de sangue total. As concentraces dos
Pl foram 100 ng/mL para a norfluoxetina-d6é (NFL-d6), fluoxetina-d6 (FLU-d6) imipramina-d3(IMI-
d3), desipramina-d3 (DES-d3)e clomipramina-d3 (CLO-d3); 10 ng/mL para a amitriptlina-d3 (AMI-
d3)e 250 ng/mL para a nortriptilina-d3 (NTR-d3).
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Validado o método, aplicou-se em amostras reais de sangue post-mortem de cadaveres
necropsiados no SVO. Os resultados das anélises sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Concentracdo de antidepressivos em sangue total de amostras postmortem de sangue total,
obtidas da cavidade cardiaca (sangue cardiaco) e sangue femoral.

] ] Sangue da cavidade Sangue da veia
Caso Antidepressivo )
cardiaca (ng/mL) femoral (ng/mL)
Caso 1 Nortriptilina 145 80
Caso 2 Nortriptilina 129 78
Amitriptilina 116 101
Caso 3 o
Nortriptilina 227 139
Imipramina 288 259
Caso 4 ) )
Desipramina 126 91
Caso 5 Amitriptilina 104 108
Caso 6 Nortriptilina 332 97
Amitriptilina 1218 910
Caso 7 o
Nortriptilina 2581 1361

Os resultados apresentados na Tabela 7 ndo permitem concluir a ocorréncia do
fendmeno da redistribuicdo postmortem de antidepressivos em sangue total nesses casos. Nos
casos 1, 2, 6 a nortriptilina isoladamente presente nas amostras, sugere-se 0 uso deste
farmaco, disponivel comercialmente e ndo como produto de biotransformacdo da
amitriptilina. Nas referidas amostras reais, o caso 6, forneceu um resultado no qual a
concentracdo desse antidepressivo no sangue da cavidade cardiaca foi maior do que 300%,
guando comparado a amostra obtida da veia femoral. Esse dado é semelhante ao encontrado
na literatura para a amitriptrilina (DRUMMER e GEROSTAMOULOS, 2002; YAREMA e
BECKER, 2005; REIS et al.,, 2007). No caso 7, as concentracdes de amitriptilina e
nortriptilina ficaram proximas (amitriptilina, sangue femoral) e superiores aos limites de uma
intoxicacdo letal (nortritptilina nas amostras de sangue total da cavidade cardiaca e veia
femoral e amitriptilina, na cavidade cardiaca), sugerindo uma overdose por esse
antidepressivo. Porém, sem investigacdes forenses por autoridades policiais competentes que
permitam esclarecer esse caso, nada pode ser concluido. Um estudo toxicocinético analisando
amitriptilina e nortriptilina contidas em amostras de sangue periférico (veia cava inferior) e

central (cardiaco) foi publicado anteriormente a este estudo. Os tempos de coleta, apos a
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morte dos animais, foram monitorados. Os resultados dos tempos antemortem e postmortem
foram controlados. A comparacgdo entre as amostras obtidas 6 minutos apds o sacrificio dos
ratos ja aponta um possivel fendbmeno postmortem, pois a quantidade dos antidepressivos no
sangue cardiaco era superior a mensurada nessa matriz obtida na veia cava inferior. Porém,
apos 10 horas da morte dos animais, houve uma acentuada elevacao dos valores para o sangue
da contido nas vias periféricas e os resultados, quando comparados aos fluidos biol6gicos do
sangue cardiaco, foram semelhantes (HILBERG et al., 1993). O intervalo minimo entre o
Obito e a coleta das amostras pelas técnicas de autopsias, conforme descrito no item
‘Material’, foi de 24 horas, 0 que pode justificar os resultados encontrados nesse trabalho.

Os cromatogramas obtidos nas identificacGes e quantificacOes sdo expostos na forma
da Figura 16.

O presente estudo validou um método possivel de detectar oito AD simultaneamente
empregando técnicas de LPME e GC-MS. Publicacbes anteriores foram realizadas com
grupos de quatro (GHAMBARIAN et al., 2012) ou dois (DE FREITAS et al., 2010; JAFARI
et al., 2011) analitos ao mesmo tempo.

A relagdo “farmaco inalterado” e seu “produto de biotransformagdo”, apresentada com
sigla derivada da lingua inglesa P/M (parent drug/metabolite), € um importante achado
analitico na area forense e/ou nos servicos de emergéncias, pois um elevado valor P/M pode
ajudar a elucidar uma dosagem aguda. Por outro lado, uma relacdo com baixo valor de P/M
pode indicar uso crénico (MUSSHOFF et al., 2010). O trabalho desenvolvido e aqui exposto
abrange quatro farmacos inalterados, amitriptilina, imipramina, clomipramina e fluoxetina e
seus  principais  produtos de  biotransformacdo,  nortriptilina,  desipramina,
desmetilclomipramina e norfluoxetina. Com isso, 0s procedimentos validados podem ser

aplicados em rotinas analiticas.
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Figura 16: Cromatogramas obtidos apos realizacdo de microextracédo em fase liquida LPME e analises
por GC-MS de amostra real apresentada com o nimero 3 da Tabela 7. As quantificacbes de AMI e
NTR foram, respectivamente, 116 e 227 ng/mL. Todos os sete Pl foram identificados. Os
cromatogramas demonstram a auséncia de NFL, FLU, IMI, DES, CLO e DMC.
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6. METODOS

6.1 Microextragdo em fase liquida (LPME) para AD em humor vitreo

Os parametros para a LPME dos AD em humor vitreo foram os mesmos aplicados
com estes analitos em sangue total (item 5.1) com duas excecdes:

a) O sistema foi mantido sob agitacdo magnética, na velocidade de 1000 rpm e

b) O tempo de agitacéo foi de 10 (dez) minutos.

6.2 Condigdes cromatogréficas.

As condi¢bes cromatograficas foram as mesmas apresentadas no item 5.2, excetuando-
se 0 ion quantificador da AMI que nessa matriz bioldgica foi o m/z 215, diferentemente do

aplicado com o sangue total (m/z=202).

6.3 Efeito matriz

O efeito matriz € um fenémeno amplamente estudado e divulgado nas metodologias
envolvendo cromatografia liquida. Para a cromatografia gasosa, porém, a literatura é escassa.
O humor vitreo apresenta volume reduzido e elevada dificuldade de obtencdo, por
consequéncia, muitos trabalhos aplicando essa matriz bioldgica, realizam ensaios de
otimizac&o e validacdo com solugdo salina ou agua destilada.

Com base em ambos conceitos acima expostos, inicialmente foi estudada a possivel
presenca do efeito matriz nas extracdes e confirmacdes analiticas. Nas analises comparativas,
envolvendo curvas de calibracdo com posteriores analises estatisticas, utilizou-se humor
vitreo humano e bovino e solucdo salina. Os analitos amitriptilina e nortriptilina ndo foram
influenciados pelo efeito matriz. Porém, os antidepressivos imipramina e desipramina, mesmo
com resultados comparativos com humor vitreo bovino, apresentaram esse fenémeno. Com
isso, a otimizacdo e a validacdo do método abaixo descrito, foram realizadas com solucéo

salina contendo amitriptilina e nortriptlina.
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6.4 Otimizacao do método

Para a otimizacdo do método, foram comparados trés pardmetros importantes da
LPME: tempo, velocidade de agitacdo e temperatura de extragdo. A condic¢éo a ser analisada
foi varidvel durante o experimento e 0s dois outros parametros permaneceram sem alteracdes.

Os tempos de agitacdo analisados foram 1, 5, 10, 20, 40 e 60 minutos. A velocidade
de agitacdo foi estudada em quatro situagcdes: 500, 800, 1000 e 1200 rpm. O melhor
aquecimento para as extracfes foi definido apés comparacBes entre os resultados nos
experimentos submetidos as temperaturas de 25°C, 35°C, 45°C, 55°C, 65° e 75°C.

6.5 Recuperacéo

Recuperacdo, um termo analitico utilizado para quantificar a porcentagem dos analitos
presente no final do procedimento de extracdo na solugdo salina, foi estudada. E quantificado
pela adicdo, apds os procedimentos de extracdo de uma quantidade conhecida dos analitos, em
uma amostra branca da solugdo salina. Compara-se esse valor (ndo-extraido) com as
guantidades obtidas ap0s a extracdo (extraido), sendo o primeiro grupo denominado 100%.
Seis replicatas em trés concentracdes crescentes de antidepressivos, denominados nivel baixo,
médio e alto, cujas quantidades eram, respectivamente, 15, 100 e 180 ng/mL, foram

analisadas nesse parametro.

6.6 Precisdo interdia e intradia

Os estudos de preciséo foram desenvolvidos em experimentos com seis replicatas de
solucdo salina contendo concentragdes de 15, 100 e 180 ng/mL dos analitos em trés dias
diferentes e consecutivos. Precisdo, definido como o desvio-padréo relativo, foi determinado

por repeti¢des intradia e interdia.
6.7 Linearidade
A linearidade do método foi obtida pelos calculos de seis replicatas contendo solugéo

salina, nas seguintes concentracfes para cada analito: 5, 40, 80, 120, 160 e 200 ng/mL. Na

sequéncia, estudos de heteroscedasticidade foram aplicados (ALMEIDA et al., 2002).
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6.8 Exatidao

As mesmas diretrizes apresentadas no item 5.8 foram seguidas para essa matriz
bioldgica.

6.9 Limites de deteccéo e quantificacdo

Utilizando-se o guia de validacdo da SWTOX, o limite de deteccdo é a menor
concentracdo estimada de um analito na amostra que se pode, com seguranca, ser diferenciada
do branco da matriz e identificada pelo método analitico. Para o limite de quantificagdo,
defini-se como 0 a menor concentragdo estimada de um analito na amostra que pode ser
quantificada seguramente com valores de precisdo e exatidao aceitaveis.

Para os estudos do limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), em seis
replicatas de solugdo salina, foram adicionadas concentragdes decrescentes dos
antidepressivos: 50, 20, 10, 5 e 1ng/mL.

O LOD foi considerado como a menor contracdo capaz de produzir uma resposta no
GC-MS, maior ou igual a trés vezes o ruido das amostras brancas e, ao mesmo tempo,
alcancado critérios pré-definidos de identificacdo e quantificacdo, incluindo o tempo de
retencédo, formato do pico, relagdo massa/carga.

Para o LOQ, a menor concentracdo utilizada em conformidade com a curva de
calibracdo previamente estabelecida e obedecendo aos critérios de precisdo, exatiddo e

identificacdo aceitveis, foi a estimada.

6.10 Integridade da diluigéo

Amostras com concentracfes superiores ao limite de quantificacdo obtido na curva de
calibracdo podem ser encontradas nas investigagOes forenses postmortem. Resultados
confidveis devem ser obtidos através da diluicdo das matrizes bioldgicas analisadas. A
integridade da dilui¢éo foi validada com a adi¢&o na solugdo salina dos analitos em trés niveis
elevados (600, 1500 e 2100 ng/mL). A solucdo salina foi utilizada para diluir essas
concentragOes elevadas, até obter 150 ng/mL dos antidepressivos. Esse valor final obtido esta
contemplado na lineariedade do método. Realizando esse procedimento, é possivel

quantificar, com credibilidade, amostras com valores acima da linearidade do método. As
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andlises foram realizadas em triplicata para cada concentracdo. Exatiddo e precisdo
obedeceram aos critérios aceitaveis, estipulados em + 15%.

6.11 Estabilidade da amostra extraida

As rotinas laboratoriais da toxicologia analitica sdo, muitas vezes, realizadas com
diversas amostras. Estas devem ser extraidas, diluidas nos solventes adequados e,
posteriormente, analisadas por equipamentos cromatograficos. O objetivo da validacdo da
estabilidade da amostra extraida € assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, nos quais
a influéncia do tempo e temperatura ambiente decorrente entre a extracdo dos analitos da
matriz bioldgica e a sua introducdo nos aparelhos analiticos ndo afetara a interpretacéo real da
concentracdo presente nas amostras. Nesses experimentos, dez replicatas foram injetadas,
cada uma delas, dez vezes no equipamento. Os vials contendo as amostras permaneceram
sequencialmente enumeradas no amostrador automético a temperatura ambiente. A
concentracdo dos analitos foi de 150 ng/mL e o coeficiente de variacdo entre as analises,
incluindo-se a primeira e a décima, foi estatisticamente avaliado. Os desvios padrao relativos

foram inferiores a 10%.

6.12 Aplicagdes em casos reais post-mortem

Apos a otimizacdo e validagdo do método, o método foi aplicado em seis amostras de
humor vitreo humano, provenientes de cadaveres atendidos no SVO. A urina foi a espécime
bioldgica de escolha para a realizacdo da triagem, aplicando-se um método de imunoensaio
(Triage8 — Alere). O cut-off do método para antidepressivos triciclicos nessa matriz bioldgica,
segundo o fabricante, € de 1000 ng/mL. As amostras ficaram armazenadas em freezer a —
20°C até o momento da analise.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito matriz foi o primeiro assunto abordado nos estudos de otimizagéo e
validacdo. Curvas de calibragdo utilizando humor vitreo humano, bovino e solugéo
salina foram construidas apds extracdes por LPME utilizando esses fluidos. As
concentracdes foram 5, 40, 80, 120, 160 e 200 ng/mL. Para cada ponto da curva, foram
utilizadas seis replicatas. O Teste t de Student (0=0,05) bicaudal homocedastico foi o
calculo estatistico aplicado para comparacdo das curvas obtidas, confrontando-se os
valores obtidos em cada ponto da equacdo da reta do humor vitreo humor e solucéo
salina e, em outra comparacdo, a primeira matriz biolégica e o humor vitreo bovino. Os

resultados sdo apresentados nas Figuras 17 a 20.

0,32 - Amitriptilina
Calibragdo HV bovino. y =0,0013x + 0,0203 R? = 0,9930
0,28 -
Calibragdo HV humano. y =0,0011x + 0,0201 R? = 0,9951 e

0,24 “|Calibragao solugao salina.
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Figura 17 — Curvas de calibragdes para a amitriptilina obtidas com humor vitreo (HV)
bovino, humor vitreo humano e solucdo salina. As equagdes da reta e 0s respectivos
coeficientes de determinagdes sdo apresentados para cada fluido nesta figura.
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0,65 - Nortriptilina
Calibracdo HV bovino. v =0,0014x + 0.3007 R? = 0,9935
0,6 -Calibragdo HV humano. y =0,0014x +0,2976 R? = 0,9958
Calibracdo solucdo salina. y = 0,0014x + 0,3007 R =0,9917
0,55 -

o
w
|

Arearelativa
o
S
o

¢ Calibragdo HV bovino = Calibragdo HV humano 4 Calibragdo solugdo salina

0,25 ‘ ‘ ‘ ‘
g 20 Concentrgggo (ng/ml) 10 20

Figura 18: Curvas de calibragcdes para a nortriptlina obtidas com humor vitreo (HV)
bovino, humor vitreo humano e solucdo salina. As equacdes da reta e 0S respectivos
coeficientes de determina¢des sdo apresentados para cada fluido nesta figura.

2. Imipramina
Calibracdo HV bovino. y = 0,0084x + 0,0730 R?=0,9963
1.8 ACaIibragéo HV humano. y =0,0055x + 0,4957 R?=0,9916
1,6 - Calibragdo solugdo salina. y=0,0084x + 0,0422 R?=0,9985 r.‘}
1,4 -
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Figura 19: Curvas de calibragdes para a imipramina obtidas com humor vitreo (HV)
bovino, humor vitreo humano e solucéo salina. As equacdes da reta e 0s respectivos
coeficientes de determinagdes sdo apresentados para cada fluido nesta figura.
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3,6 - Desipramina
Calibra¢do HV bovino. y=0,0145+0,2519 R?=0,9984
32 “calibracio HV humano. y =0,0115X + 0,4764 R? = 0,9979
Calibracdo solucdo salina. y =0,0138x + 0,1073 R?=0,9961 '
2,8 = ”'
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Figura 20: Curvas de calibracGes para a desipramina obtidas com humor vitreo (HV)
bovino, humor vitreo humano e solucdo salina. As equacdes da reta e 0S respectivos
coeficientes de determinagdes sdo apresentados para cada fluido nesta figura.

As Figuras 17 e 18 representando, respectivamente, amitriptilina e nortriptilina,
possibilitaram concluir, a auséncia de efeito matriz para estes analitos. Os
antidepressivos imipramina e desipramina, porém, apresentam o efeito matriz e, mesmo
utilizando amostras biolégicas de origem animal, humor vitreo bovino, ndo foi possivel
desprezar o efeito matriz. O coeficiente de variacdo entre as curvas de calibracdo foi

calculado e é apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8: Comparacdo do coeficiente de determinacdo (R?), slopes e coeficiente de variacdo
das curvas de calibracdo utilizando humor vitreo bovino, humano e solucéo salina.

2 0
e VB HVH v RRVH G Rss
Amitriptilina  0,0013 0,9930 0,0011 0,9951 0,0012 0,9919 8,3%
Nortriptilina  0,0014 0,9958 0,0014 0,9935 0,0014 0,9917 0,1%
Imipramina  0,0084 0,9963 0,0055 0,9916 0,0084 0,9985 22,5%
Desipramina  0,0145 0,9984 0,0115 0,9979 0,0138 0,9961 11,8%

HVB: humor vitreo bovino. HVH: humor vitreo humano. SS: solugdo salina. CV (%) slopes
HVB/HVH/SS quantificacdo do coeficiente de quantificacdo entre os slopes obtidos com as
curvas de calibragéo utilizando humor vitreo bovino, humano e solugdo salina.

O efeito matriz foi elucidado e identificado em dois analitos. Amitriptlina e
nortriptilina ndo apresentaram esse fendmeno e com estes dois antidepressivos 0s
estudos de otimizacdo, apresentados nas Figuras 21, 22 e 23 e validagdo foram

concluidos, para posterior aplicacdo em casos reais.
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Tempos de extragdo em minutos

Figura 21: Otimizac¢do do tempo de extracdo para LPME utilizando solugdo salina e
amitriptina e nortriptilina.
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Figura 22: Otimizacdo da velocidade de agitacdo para LPME utilizando solucéo salina
e amitriptina e nortriptilina.
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Figura 23: Otimizacdo da temperatura de extracdo para LPME utilizando solucdo salina
e amitriptina e nortriptilina.

O tempo de extracao otimizado para os estudos em humor vitreo, comparando-o
com o obtido em sangue total, foi menor, reduzindo-se de 30 para 10 minutos. A menor
viscosidade do liquido estudado pode justificar esse resultado. O mesmo raciocinio
pode ser aplicado para explicar a menor velocidade de agitacdo otimizada. A melhor

temperatura foi a mesma entre ambas pesquisas envolvendo sangue total e humor vitreo.
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Os estudos de validacdo foram executados e analisados. Os resultados sédo

abaixo aduzidos na Tabela 9.

Tabela 9: Pardmetros de confiabilidade para validacdo do método de estudo para
antidepressivos em solucdo salina por LPME e GC-MS.

Parametros Amitriptilina Nortriptlina
Precisdo intradia (RSD%)
CQ paixo 6,1 6,6
CQ medio 5,6 3,1
CQ a0 1,7 3,3
Precisdo interdia (RSD%)
CQ baixo 811 7,1
CQ médio 12,9 3,5
CQ a0 12,9 5,6
Exatiddo intradia (%)
CQ paixo 92,2 109,2
CQ medio 99,4 108,4
CQ aio 109,4 106,7
Recuperacéo (%)
CQ paixo 97,6 84,6
CQ medio 88,5 60,3
CQ aio 73,8 62,0
LOD (ng/ml) 1,0 1,0
LOQ (ng/ml) 5,0 50

Estabilidade da amostra

extraida (RSD%) 2.0 7.9
Exatiddo da integridade da
diluicéo (%)
600 ng/mi 104,8 110,0
1500 ng/ml 100,0 108,9
2100 ng/ml 97,0 93,3
Heteroscedasticidade Sim N&o

RSD desvio-padrdo relativo, CQ controle de qualidade, LOD limite de dete¢¢do, LOQ
limite de quantificagdo, CQ paixo 15 ng/ml, CQ megio 100 ng/ml, CQ aio 180 ng/ml,
Estabilidade da amostra extraida RSD da primeira e 10" anélise da mesma replicata no
periodo de 22 horas a temperatura ambiente (25°C).

O coeficiente de variacdo do método ficou abaixo de 15%, assegurando anélises
precisas e confidveis. A exatiddo ficou em conformidade com 0s guias internacionais
utilizados (SWGTOX, 2013). A recuperagéo para a amitriptlina apresentou uma maior
porcentagem em concentragfes mais baixas e para a nortriptlina ndo é possivel
assegurar esse comportamento, embora a diferenca entre o nivel alto e médio seja

superior a 10%. Entre os niveis médio e baixo essa diferenca foi reduzida.
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Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) ficaram,
respectivamente, em 1 e 5 ng/mL. A reducdo da voltagem da fonte de ions, alterando-se
de 70 para 50 eV, pode ter contribuido aumentar a sensibilidade desse método, quando
comparado ao anteriormente descrito e publicado, utilizando sangue total. A menor
energia de ionizacdo resulta em moléculas menos fragmentadas (HOFFMANN e
STROOBANT, 2007) e isso, proporcionou quantificar os ions moleculares e com
maiores massas, pois 0s espectros de massas dos antidepressivos triciclicos, sdo, via de
regra, abundantes no m/z 58 e com baixa presenca nos ions moleculares.

A estabilidade da amostra extraida foi verificada e o coeficiente de variacdo
abaixo de 10% assegura a conformidade desse resultado e permitindo aplicar essa
metodologia na rotina analitica.

Para o fendmeno da heteroscedasticidade, confirmaram-se os resultados prévios
obtido em sangue total para a amitriptilina e nortriptilina, sendo detectado na primeira e
ausente na ultima.

Validado o método, os antidepressivos foram quantificados em amostras reais de
humor vitreo de cadaveres necropsiados no SVO. Os resultados das analises sdo

mostrados na Tabela 9.

Tabela 9: Quantificacdo e relacdo entre a quantidade mensurada de antidepressivos no
humor vitreo e sangue total periférico obtido em veias femorais em seis casos

postmortem
Caso AMI- AMI- AMI-  Média  RSD  NTR-  NTR- NTR-  Méida  RSD
HV STP  HV/STP  AMI AMI HV STP  HV/STP NTR  NTR
(ng/ml) (ng/ml) (%)  HV/STP HV/FVB (ng/ml) (ng/ml) (%)  HV/STP HV/STP
(%) (%) (%) (%)
1 - - - 6.3 80.0 7.9
2 109  101.0  10.9 109  139.0 7.8
3 - - - 9.9 14.1 8.9 97.0 9.3 9.1 12.1
4 119 1344 8.9 5.7 58.3 9.8
5 - - - 5.4 51.5 10.7
6 - - - 6.5 72.1 9.0

AMI-HV concentracdo de amitriptilina em humor vitreo, AMI-STP concentracdo de amitriptilina
em sangue total periférico, AMI-HV/STP relacdo entre as quantidades obtidas de amitriptilina
em HV and STP, Média AMI HV/STP média da AMI-HV/STP, RSD AMI HV/STP desvio-
padrédo relativo dos valores entre AMI-HV/STP. NTR é a sigla para nortriptilina e as siglas
mencionadas para a amitriptina sdo as mesmas para a NTR.
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A principal via farmacocinética de absor¢do das drogas na membrana ocular e,
consequentemente estas ficarem difundidas no humor vitreo, é através da difusdo
passiva. Farmacos inalterados e/ou seus produtos de biotransformacdo somente ndo
ligados as proteinas plasmaticas sdo capazes de atravessar essa barreira delgada (COX
et al., 2007; FERNANDEZ et al., 2013). Consequentemente, as concentracdes de
substancias com elevada afinidade para as proteinas plasmaticas serdo diminuidas. Os
antidepressivos triciclicos estdo contidos nesse grupo. As propriedades fisico-quimicas
destes incluem volume elevado de distribuicdo, sdo lipofilicos e apresentam uma
redistribuicdo postmortem consideravel. Particularmente, a percentagem de ligacdo as
proteinas plasméaticas de amitriptilina e nortriptilina sdo 91-97% e 90-95%,
respectivamente (MOFFAT, 2011). O banco de dados para confirmar essa possivel
correlacdo é escassa e 0s resultados sdo inconclusivos (CANTRELL et al., 2009;
STIAKAKIS et al., 2009; LEWIS et al., 2013), (JONES e POUNDER, 1987,
JOHNSON et al., 2007). Com o objetivo de fornecer mais informagdes sobre a
concentracdo de antidepressivos em HV que permitem a comparacdo destes analitos
com os valores obtidos no sangue total, um método analitico foi validado pela aplicacédo
da técnica de LPME seguido de analise e quantificacdo por GC-MS.

Os nossos resultados demonstraram médias da relacdo entre as concentraces
quantificadas em HV e ST de antidepressivos AMI e NTR, respectivamente, 9,9 e 9,1%.
Conforme descrito anteriormente, somente moléculas ndo ligadas as proteinas
plasmaticas, podem realizar o processo de difusdo passiva e penetrar a membrana
ocular. Os resultados mostraram na Tabela 9 estdo de acordo com esta defini¢do. Os seis
casos reais analisados sdo provenientes de mortes nao relacionadas a overdose e em
conformidade com a prescri¢cdo médica, pois as quantidades mensuradas no sangue total
estdo no contidos nos niveis terapéuticos destes antidepressivos. Comparando com o
caso de intoxicacdo grave por AMI (STIAKAKIS et al., 2009), a magnitude da razéo
para AMI foi de 12,9% e 14,9% NTR, e as amostras biologicas foram obtidas 19h apds
a morte.

Importante observar que os casos apresentados na Tabela 9 (numeragdo de 1 a 6)
ndo sdo, necessariamente, coincidentes com os apresentados previamente na Tabela 7
(numeracdo de 1 a 8). Houve algumas situacdes nas quais foram possiveis as obtencdes
de amostras de sangue total periférico e total, mas ndo humor vitreo e outras com
somente HV e ST periférico. Dessa forma, comparativos entre as quantificagcbes dos AD

em ST periféricos podem nao ser exatamente as mesmas.
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A Figura 24 ilustra cromatogramas obtidos apos andalises de humor vitreo de

Casos reais.

(3)
]
w3
’ AMI NTR
¢ ] | 4
L AMI-3 ]
i / ‘I/ | wmras ‘
' | |
,l | rar.-':rl—ﬁl . o 11! ll'.,_l F_F"T_'TI__Z].j. . | IL\_ i :Elf! | " [\ miz =263
e 0
(b)
w
% NTRf3
L !
AMI-a3 /
’

. || | || III| Il'll ‘
1L me=el - | ) L mz=215 Y I\ e M2 | m==26
5 W - 5 o ” R
(€)
"t
"
ist-
fu
L
' A iz =1 A Bl BT =t ! p_me= 263
I o i i ’ b " a0 ) " & i R a4

Figura 24: Cromatogramas obtidos ap6s LPME e analises instrumentais por GC-MS. a) soro
fisiologico enriquecido com antidepressivos e seus andlogos deuterado e os padrfes internos
(PI) (b) uma real humor vitreo humano (c) humano humor vitreo amostra sem qualquer adicao
de AD. A concentracao de todos os AD adicionados foi de 100 ng/mL. As concentracGes dos Pl
cravada foram 10 ng/mL para AMI-d3, 200 ng/mL para NTR-d3. O item (b) é o caso de 4
presente na Tabela 9, confirmando a presenga de AMI e NTR nas concentragdes de 11,9 e 5,7
ng/mLlI, respectivamente.
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8.METODOS

8.1. Separacéo analitica aplicando a extracao acelerada por solvente - ASE

As analises com figado foram realizadas obedecendo aos seguintes
procedimentos:
e 500 mg de figado humano e bovino;
e 500, 750 e 1000 ng/g dos antidepressivos (norfluoxetina,
fluoxetina, amitriptilina, nortriptilina, imipramina, desipramina,
clomipramina e desmetilclomipramina) adicionados as matrizes

bioldgicas.

No equipamento destinado a extracdo acelerada por solvente (Dionex ASE-100),
conectou-se o tampdo fosfato de potéssio 0,1 mol/L, pH 6.0 e em um célula de aco, com
volume de 10 mL, o fragmento do figado foi adicionado adequadamente em papel inerte
e terra diatomacea. As condi¢des do equipamento foram:

e Temperatura 120°C;
e Tempo estatistico 1 minuto;
e Tempo de purga 1 minuto;

e 1 ciclo estatico.

Resumidamente, a fracdo seccionada da matriz bioldgica sélida contida na célula
de extracdo entrou em contato com o tampéao fosfato de potéssio de forma automatica.
Transcorridos 5 minutos de aquecimento a 120°C e um minuto de ciclo estatico. Na
etapa seguinte, o extrato foi retirado pela injecdo continua de nitrogénio por um minuto

e um ciclo estatico. O volume total do extraido foi de 12 mL.

8.2 Extracdo em fase solida - SPE

Na solucdo resultante da extragédo descrita no item 8.1 foi aplicada a extracdo em
fase solida com cartuchos Oasis HLB (Waters Technologies), utilizando-se o sistema de
extracdo em fase solida automatizado GX-274 ASPEC (Gilson®). Este foi configurado
para no primeiro passo condicionar os cartuchos com 2 mL de metanol e 2 mL de agua

MilliQ com fluxos, respectivamente, de 4 e 3 mL/min. Apds o condicionamento, 0
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extrato da ASE foi pipetado nos cartuchos de SPE sob fluxo de 1,5 ml/min. A retirada
de impurezas e interferentes adsorvidos ao cartucho foi realizada utilizando-se 2 mL de
solucdo agua/metanol (95:5) sob fluxo de 4 mL/min. A eluicéo foi realizada com 2 mL
de metanol. Na continuidade dos procedimentos, os analitos foram concentrados apds
evaporacdo sob fluxo de nitrogénio gasoso e temperatura do bloco de aquecimento
mantido a 40°C. Apds completa retirada do metanol utilizado na elui¢do, 30 pL deste
mesmo alcool foram utilizados para ressuspender os analitos e, desta solugdo, 2 pL

foram introduzidos no GC-MS.

8.3 Condicdes cromatogréficas

As condicBes cromatograficas e os analitos pesquisados nessa matriz bioldgica

foram idénticos aos apresentados no item 4.2.

8.4 Efeito matriz

Conforme explicado no item 6.3 e, sendo o figado humano uma matriz bioldgica
nobre e dificil obtengdo, foram necessarios estudos iniciais comparando os resultados

obtidos com 6rgdos humano e bovino para concluséo das pesquisas.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com amostras humanas e bovinas, cujos valores foram
utilizados para a criacdo de curvas de calibracdo ficaram n&o conformes, com
coeficientes de variagdo elevados e coeficiente de regressao inferior a 0,90 (dados néo
mostrados). Novos estudos devem ser realizados, modificando, principalmente as
condi¢cdes do ASE, pois 0 SPE para os antidepressivos ja é consagrado na area da
toxicologia analitica (SASAJIMA et al, 2010; PROENCA et al., 2013).
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10. CONCLUSOES

Os resultados apresentados e discutidos permitem importantes conclusdes.
o A microextragdo em fase liquida LPME, seguida de analises instrumentais por
GC-MS, mostrou ser uma técnica rapida, simples, economicamente viavel (cada fibra
tem o valor de centavos de Real) € eficiente para quantificar ADT e ISRS em sangue
total. Procedimentos prévios de preparo de amostras com esta matriz biolégica ndo sao
necessarios. Foi possivel, sem qualquer etapa adicional, trabalhar com sangue
coagulado e hemolisado. Rea¢des quimicas adicionais para derivatizacdo também nao
foram necessérias;
o A linearidade obtida contempla niveis terapéuticos, toxicos e letais de AD. Para
concentragdes muito elevadas, a técnica da integridade da diluicdo possibilitou
mensurar esses valores;
o Embora trabalhos cientificos prévios evidenciarem a redistribuicdo postmortem
dos AD, ndo foi possivel concluir a existéncia desse fendmeno com as amostras
obtidas e analisadas. Somente em um caso, do total de sete amostras analisadas, foi
constatada a diferenca entre o sangue total obtido da veia periférica (femoral) e esta
matriz coletada da regido central (cardiaca). Estudos comparativos em condicdes
controladas apds a morte e com padronizacdo dos intervalos de coleta parecem ser
importantes para elucidar alteracbes nas amostras dos cadaveres;
o O efeito matriz foi identificado em 50% dos analitos avaliados com humor vitreo
bovino e humano e solugdo salina. A otimizacdo e a validacdo do método foram
realizadas com solucdo salina adicionada dos AD sem a influéncia desse interferéncia

analitica;
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o A redugdo da voltagem da fonte de ions do espectrometro de massas possibilitou
um importante aumento na sensibilidade analitica. Comparando-se os LOQ obtido
com sangue total (20 ng/mL) e humor vitreo (5 ng/mL), observa-se um aumento de
400%;

o O tempo de extracdo para o humor vitreo foi reduzido em aproximadamente
70% quando confrontado com o periodo otimizado para o sangue total;

o A relacdo entre as concentracdes verificadas no humor vitreo e sangue total foi
de aproximadamente 0,1. Essa informacgdo pode contribuir o banco de dados com
matrizes alternativas ao sangue total,

o N&o foi possivel validar o método utilizando a matriz bioldgica sélida figado.
Mais estudos sdo necessarios para a conclusdo desse método e posterior aplicacdo em
casos reais;

o A manipulacéo e descarte de solventes organicos é drasticamente reduzida com
0 uso da técnica de LPME. Enquanto em analises convencionais por extragdes liquido-
liquido, por exemplo, séo utilizados 5-10 mL de éter etilico para cada extracdo, na
técnica miniaturizada esse volume é suficiente para preparar aproximadamente 100
fibras, possibilitando 50 extracBes. Além disso, ndo sdo gerados residuos liquidos que

devem ser acondicionados e descartados adequadamente.
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PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer CEP/FCF/134/2009
Protocolo CEP/FCF/526
CAAE: 0026.018.015-09

I - Identificagao:

Projeto de Pesquisa: Redistribuicdo postmortem de substancias psicoativas em tecidos
biolégicos humanos

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Mauricio Yonamine

Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

Area Temitica Especial: -

Patrocinadores: FAPESP

Il - Sumario Geral do Protocolo:

A concentracdo de agentes toxicos encontrada em amostras postmortem é complexa e
afetada n&o sé pela condigdo de deterioragdo do corpo, mas também por um processo
conhecido como redistribuicdo postmortem, em que substancias s&o transferidas, apés a
morte, de areas de alta concentragdo para areas de baixa concentragdo. Em geral,
concentragées mais elevadas sdo encontradas no sangue situado nos sitios centrais
(como o sangue coletado da cavidade cardiaca) em comparagéo aos niveis verificados
nos vasos periféricos (como a veia femoral). Em outros casos, o tempo entre a morte e o
exame postmortem é suficiente para que algumas substancias que normalmente estariam
presentes no sangue ndo estejam mais disponiveis neste fluido biolégico. Exemplos
incluem corpos exumados, casos de suicidio em que se levaram dias para encontrar o
corpo e cadaveres ja em processo de decomposi¢do. Assim, quando amostras
sanguineas ndo estdo disponiveis para coleta, os médicos legistas tém poucas
alternativas além de coletar amostras de tecidos n&o convencionais, para andlise
toxicologica. Nesses casos, para interpretacdo dos resultados das andlises, é
fundamental que existam na literatura cientifica informacdes a respeito. Infelizmente, tais
informagdes ainda sdo escassas e ha necessidade de mais estudos sobre esse assunto.
Desta forma, no presente projeto, serd estudada a redistribuicdo postmortem de
substancias psicoativas (cocaina, opiaceos e barbitiricos) através da andlise de
espécimes biologicos (sangue, humor vitreo, encéfalo, musculo, figado e medula éssea)
coletados de vitimas atendidas pelo Instituto Médico Legal de S&o Paulo (IML-SP).
Métodos analiticos serdo desenvolvidos visando a detecgdo dessas substancias nas
diversas amostras citadas. Inicialmente, técnicas mais recentes de preparagdo de
amostras como a extragdo acelerada por solvente (ASE) e a microextragdo em fase
liquida (LPME) serdo levadas em consideracdo. Os analitos serdo identificados por
cromatografia em fase-gasosa acoplada & espectrometria de massas (GC-MS). Os
resultados serdo avaliados quanto as concentragdes encontradas, histérico da vitima e
tempo decorrido entre a morte e autdpsia (coleta de amostras).

Os objetivos do presente estudo sdo: o desenvolvimento e aplicagdo de métodos de
identificacdo de substancias psicoativas (cocaina, opidceos e barbitlricos) em amostras
postmortem (sangue, humor vitreo, encéfalo, figado e medula 6ssea). Serdo avaliadas as
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técnicas de microextracdo em fase liquida (LPME) e extragdo acelerada por solvente
(ASE). Os analitos serdo identificados e quantificados por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Tipo de estudo: transversal

Descrigédo da Casuistica:

Amostras biolégicas postmortem serao coletadas de cerca de 50 cadaveres atendidos no
Instituto Médico Legal de Sao Paulo com histérico de morte suspeita com envolvimento
das substancias psicoativas de interesse (cocaina, morfina e fenobarbital). Esse niumero
foi baseado na quantidade de casos analisados em trabalhos semelhantes reportados na
literatura, os quais utilizam cerca de 9 a 13 casos por substancia (LUCKENBILL ef al.,
2008; RODDA & DRUMMER, 2006).

Os critérios de inclusdo dos participantes sdo: pessoas de ambos os sexos, idade
acima de 18 anos, com suspeita de que houve uso das substancias psicoativas de
interesse ou que a morte tenha ocorrido devido ao uso dessas substancias.

Os critérios de exclusio sdo: pessoas com idade inferior a 18 anos ou sem histérico de
uso das substancias mencionadas.

Projeto com participagdo estrangeira (Centro de Ciéncias Forenses da Universidade de
Boumemouth, Reino Unido).

Ill — Situagdo do Protocolo: APROVADO em reunido de 28/10/2009.
O pesquisador devera aguardar a aprovagdo do presente protocolo da Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, antes de iniciar a pesquisa.

Cabe ao pesquisador:

e Comunicar ao CEP:
o eventuais modificagdes no projeto aguardando a apreciacdo e aprovacéo
do CEP;
o ainterrupgédo do projeto.
e Apresentar relatérios: parcial (apds 50% da execugéo do projeto) e final.

S&o Paulo, 29 de outubro de 2009.

Profa. Dra. Eivira Maria Guerra Shinohara

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP/FCF/USP '
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COMISSAO DE PESQUISA PARA ANALISE DE PROJETOS DE
PESQUISA

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA - FMUSP

PARECER DO RELATOR

Projeto: Distribui¢do postmortem de substancias psicoativas em tecidos biolégicos humanos
Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Vilma Leyton

Pesquisador Executante:

Projeto 0352/09

Trata-se de projeto previamente aprovado pela CONEP (parecer no. 830/2009) que visa o
estabelecimento da distribuigdo de drogas no organismo apds a morte permitindo, assim, que 0s
legistas possam valorar as concentragdes que encontram nos diversos tecidos. Este projeto sera
desenvolvido em cooperagéo entre o Laboratério de Toxicologia do Departamento de Medicina
Legal, Etica Médica, e Medicina Social da FMUSP, o Instituto Médico Legal, e o Centro de
Ciéncias Forenses da Universidade de Boumemouth (Reino Unido).

Ha, ainda, adendo datado de abril/2011, solicitando a incluséo da Profa. Thais Mauad, e sua
declaragio de concordancia em participar como colaboradora, datada de 20 de abril de 2011,
razdo pela qual o projeto passa por esta Comissdo de Pesquisa; inclusdo de amostras a serem
coletadas a partir de casos de 6bitos provenientes do HC/FMUSP, que também ocorrerdo,
conforme a mesma declaragao, sob responsabilidade da Profa. Mauad.

Considerando a relevancia do projeto para o esclarecimento de mortes em que exista suspeita do
uso de drogas, tendo-se em vista a analise favoravel e anterior da CONEP, e que a solicitagao
para o adendo apenas inclui 0 acesso a novas fontes de material sob responsabilidade de docente
efetivo deste departamento, recomenda-se a ratificagdo do presente pedido para o devido
andamento do projeto.

SP. 27/05/2011

Ciéncia: “ ‘i 7 | _
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Departamento de Patologia - FMUSP { il < :
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ree Hospital das Clinicas da FMUSP
Lb Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
CAPPesq

N° Protocolo: 0352/09

Titulo: DISTRIBUICAO POSTMORTEM DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS EM
TECIDOS BIOLOGICOS HUMANOS

Pesquisador Responsdvel: Profa. Dra. Viima Leyton

Pesquisador Executante: Victor Alexandre Percinio Gianvecchio
Departamento: MEDICINA LEGAL, ETICA MEDICA, SOCIAL E MEDICINA DO
TRABALHO

A Comissdo de Ftica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessGo datada de
17/08/2011, do(s) documento(s) abaixo mencionado(s):

*Carta datada de 12/06/11 - 1l Adendo ao Projeto de junho de 2011

A CAPPesq em obediéncia & Resolugao CNS 196/96, solicita ao
pesquisador (a) s elaboracao de relatdrio parcial e final.

No caso de relatério parcial € necessdrio informar o tempo
previsto para a concluséGo do protocolo e breve resumo dos resultados
obtidos.

CAPPesq, 19 de Agosto de 2011

A

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Efica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 5° andar - CEP 05403-010 - Sao Paulo - SP.

Fone: 55 11 3069-6442 ramais 18, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesg@hcnet.usp.br
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A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -

APROVACAO

CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessGo de 03/06/2009,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 0352/09, infitulado: "DISTRIBUICAO
POSTMORTEM DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS EM TECIDOS BIOLOGICOS
HUMANOS", apresentado pelo Departamento de MEDICINA LEGAL, ETICA
MEDICA, MEDICINA SOCIAL E DO TRABALHO, inclusive o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq,
os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolu¢gdo do Conselho
Nacional de Sadde n°® 194, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra “c").

Inf -se de visa ¢
cooperacdo estrangeira a mesma sé poderd ser iniciada apés aprovacdo
da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP.

Pesquisadores Responsaveis: PROFA. DRA. VILMA LEYTON
Pesquisador (a) Executante: VICTOR ALEXANDRE PERCINIO GIANVECCHIO

CAPPesq, 03 de junho de 2009.

(A‘fe‘ g N

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

Comiss#o de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S3o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesg2@hcnet.usp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO — CAPPESQ - HCFMUSP

Titulo: DistribuicGo postmortem de substéncias psicoativas em tecidos
bioldgicos humanos

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Vima Leyton

InstituigGo onde sera realizada: Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo - Departamento de Medicina
Legal, Etica Médica, Medicina Social e do Trabalho

Area Temdtica: Pesquisa com Cooperacgdo Estrangeira
PROTOCOLO CAPPESQ N° 0352/09

Neste estudo serd estudada a distribuicGo postmortem de drogas
psicoativas em tecidos humanos obtidos nas situagcdes em que foram
ufilizadas pela vitima ou houve suspeita de que contribuiram para a
morte.

O presente estudo propde a investigagcdo de como as concentragoes
das substancias psicoativas (opidceos, cocaina, barbitiricos e outras
drogas de interesse médico legal, bem como seus produtos de
biotransformag&o) em tecidos ndo convencionais (humor viireo,
musculo, encéfalo, figado, cabelo e o0sso) estdo relacionadas &s
concentragdes das mesmas em amostra convencional (sangue). Para
tal, serd desenvolvida metodologia andlitica utilizando a técnica de
imunoensaio "Biochip Array".

As amostras biolégicas serGo coletadas de caddveres examinados no
Instituto de Medicina Legal de S&o Paulo, com autorizagdo do
responsével havendo autorizacdo da Comiss@o Cientifica do Instituto
Médico Legal.

A pesquisa contarGd com a colaborag@o de um pesquisador do Centro
de Ciéncias Forenses da Universidade de Bournemouth do Reino Unido
e de outro da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

O estudo € original e de grande relevéncia no nosso meio, pois poderra
contribuir para o esclarecimento das causas duvidosas de morte e
reduzir as causas classificadas pelo CID como mal definidas.

Foi apresentado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que se
encontra adequado para a pesquisa.

Diante do exposto a CAPPesq de acordo com as atribuigoes definidas
na Res. 196/96 manifesta-se pela aprovagdo do projeto.

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da Comisséo Efica para Andlise
de Projetos de Pesquisa
03.06.09
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Memo.CAPPesq — 479/09

S@o Paulo, 01 de Dezembro de 2009.

lIma. Sra.

Profa. Dra. Vilma Leyton

DD Pesquisador

Departamento de Medicina Legal, Etica Médica, Medicina Social e do
trabalho

Por determinagdo do Senhor Presidente Prof. Dr.
Eduardo Massad, encaminhamos para conhecimento cépia do parecer n°
830/2009, da ComissGo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP/MS
referente & APROVACAO do Protocolo de Pesquisa n® 0352/09 - intitulado
“Distribuic@o postmoriem de substancias psicoativas em tecidos biolégicos

humanos".

Trata-se de parecer referente resposta as consideracdes feitas ao Parecer
CONEP n°® 598/2009.

Atenciosamente,

e

¥ -
Rita Martinez
Secretdria
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq



MINISTERIO DA SAUDE
Conseiho Nacicnzal de Satde
Comissio Nacianal de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 830/09

Registro CONEP 15480 (Este n° deve sor citad nas correspondéncias referantes’a esta projeio)

CAAE - 0327.0,015.000-09 Processo n® 25000.517980/2009-87
Projeto de Pesquisa; “Distribuig&o postmortem de substéncias psicoativas em tecidos
bioldgicos humanos”.

Pesquisador Responsével: Dra. Vilma Leylon

Instituigio: HCFMUSP - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (CENTRC UNICO) -
CEP de origem: HCFMUSP

Area Tematica Especial: Pesquisa com cooperagas estrangeira

Patrocinador: N&o informado.

Sumario geral do protocoio

Quando as substincias quimicas sBo introduzidas ne organismo per vias
convencionais de administracic — oral, parenteral ou inaiatéria, se distribuem nos tecidos,
onde podem exercer acéo farmacolbgica e, subsequentemente, sofrerem processc de
biotransformagéo para serem eliminadas. .

A incidéncia de morts associada ao uso de substéncias psicoativas & um probiemna
que vem crescendo nos Gliimos anos e, mujtas vezes, os toxicologisizs =80 convecades
por autoridades para auxiliar na interpretaco de resultados de analises toxicolégicas que
sao realizadas para auxiliar no estabelecimento da causa de morte, o que reprasenta um

grande desafio para esses profissionais. As amostras biolégicas mais comumente -

colstadas durante a autopsia para anilise toxicolégica s&c sangue, urina e contetdo
estomacal. Nos cascs em que sangue & urina estejam indisponiveis para andiise, o
patologista deve fazer usc de espécimes menos convencionais, como humer vitreo e
tecido muscular, entre outros. R

A coleta de amostras postmortem € complexa e comprometida ndc sé pela
condicdo de deterioragdo do corpo, mas também por um processc conhecidc como
distribuicsc postmorterm, em gue substéncias s&o transferidas, ap6s a morie, de areas de
alta concentracao para éreas de baixa concentracac. Em diversos casos, o tempo entre 2
morte @ o exame posimoriem € suficienle para que algumas substancias que
normalmente estariam presentes no sangue, por exemplo, ndo esiejam mais disponiveis
neste fluido biolégico. Exemplos incluem corpos exumados, casos de suicidic em que
houve transcurso de vérios dias para enconirar @ corpo &, 0 MEesmMo encontra-se em
processo de decomposi¢ao.

Assim, quando amostras sanguiness na@c estejam disponiveis para colels, os
médicos legistas tém poucas alternativas além de coletar amastras de tecidos n&o
convencionals, para analise toxicoldgica. Nesses casos, para interpretagio dos resultades
das andlises, & fundamanial que sxistam na lisraiurs clentifica informagbes & respeiic.
Infelizmenie, tais informacfes ainds sio escassas @ ha necessidade de mals sswdos
sobre esse zssunic,
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Cont. Parecer CONEP n® 830/2009

convencional (sangue) e guao sdlida é esta relagao para gue possa prover informacoes
validas na investigac&o toxicologica. : i

O objetive deste estudo & ¢ de “desenvolver metodclogia analitica, urilizando a
téenica de imunoensaio “Biochip Array” da empresa Randox, para verificag&o da presenta
de substancias psicoativas em materiais biologicos nao convencionais, coletados de
cadéveres: e estudar a distribuicgo postmortem de cocalna, barbitiricos, opidides, €
outras drogas de interesse forense em tecidos biolégicos humanos coletados nos casos
em que foram utilizadas pela vitima ou houve suspeita de que contribulram como fator de
causa de morte". ;

Serdo coletadas amostras de sangue, mUscule dz panturrilha, humor vitreo,
fragmento de costela, figado, cabelo e encéfaio de cadaveres em que exista a suspeita de
gue houve uso das substancias psicoativas em estudo ou que a morte tenha ocarrido
devido ao uso dessas substancias. A quantidade de tecido a ser removido do cadéver
sera limitada a pequenas porgdes suficientes para oS procedimentos analiticos. As coletas
dos materiais serdo realizadas pelos médicos legistas do IML de Sao Paulo envolvidos ne
projeto. .
As amosiras que apreseftarem resultados positivos para qualquer um dos grupos
de drogas nos testes de iriagem serdo analisadas quantitativamente e estudada as suas
redistribuicbes nos diversos tecidos por meio da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massz {CG-MS) ou da Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(CLAD) para os estudos de distribuicac posimortem.

Loca! de realizagdo

Trata-se de um projeto nacional & unicéntrico, com colaboracao estrangeira. Além
dn Brasil, o Reino Unido garticipara do estudo. Hevera colaboragdo entre o Centro de
Citncies Forensss, Univarsidade de Bourmemeutih, do Reino Unido, & o instituto Médice
iLsgal de Séc Pauic de Univarsidads ds SZo Peoule. £ anreseniado JOCUMENto de
aprovagae do Comité de Etica da Universidade de Bournemouth, do Reino Unido (peginas
23-24, numeragac do CEP).

O numero total de sujeitos de pesquisa € de 30, todos no centro em feia. Os
Laboratérios da Universidade de Sao Paulo que participardo da pesquisa seréo o
Laboratorio de Toxicologia do Deparizmento de Medicina Legal, Etica Mddice e Medicinz
Social e do Trabalho da FMUSP e o Laboratério de Analises Toxicoldgicas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

Apresentagdo do proiocoio
O orgamento financeiro detalhado (pagina 28, nuimeragaoc oo CEP) apresenta ©
valor de custo foial do estudo provisto em R$ 71.800,00 e & declarado que o projelo seréd
submetido & apreciagdo da Fundacao de Amparo 2 Pesquisa do Estado de S&o Paulo -
FAPESP, Além disso, na pagina 11 (numeragéc do CEF) & informadc gue as analises
necessarias para o desenvolvimento do projeto ser2o realizadas no Ceniro de Ciéncias
Forenses da Universidade de Bournemouth por meio de supcrte financeire préprio.

Foram apresentados os enderegos gletrdnicos para acesso dos currictios dos
pesquisadores brasileiros anvolvidos no estudo (pégina 25, numeragac da CEP).

E apresentada autorizagdo da Comissio Cientifica do Instituto Médico Legal,
dateda de 24/04/2008, para realizacac do estudo em tela (pagina 14, numeracdo do
CEP).
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Cont. Parecer CONEF n* 830/2009

Consideragdes sobre a anélise das respostas ao Paracer CONEP N° £98/2008, relative
30 projsto de pesquisa em questio:

1. O estudo reveste-se de grande relevancia, pois poderd contribuir para o
esclarecimento de causas duvidosas de inGmeras mortes, atualmenie catalogadas
comoe "mai definidas™. Porém, é necessaro que sgja esiruturado um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) uma vez Gue serdc ulilizades cadéveres
para fins cientfficos, obedecando aos itens contemplados na ResclugBo CNS
186/86 (itern IV.1.73", "b", °F, “g", “h" e %" e item IV.2."a", b", "¢" e "d"). Cabe
lembrar que © TCLE & um documento no qual o pesquisador comunica, o
responsavel o possivel sujeito, como serd a pasquisz para a qual sstd sendo
convidado, forecendo a ele (a) todes os esclaracimentos necessarios para decidir
livremente sa quer participar ou n@o. Solicia-se, portanto, a apresentagac de um
TCLE tendo como referencia o capltulo [V da Resolugio CNS 196/96: em
linguagem clara e acessivel, descrevendo claramente a justificativa, os objetivos,
©os procedimentos, os desconfortos e riscos possiveis, os beneficios esperados, os
metodos aitemativos exisientss, a forma de acompanhamento & assisiéncia bem
como seus respensdveis, 2 garantia de sigilo, as formas de ressarcimentc ds
despesas decorrantes da participaco na pesquisa, formas de indenizagac diznte
de eveniuais danos decorrentes da pesquisa. Solicita-se adequagao,

Respesta: Foi elaborade e epresentado nove TCLE atendando edequadamente 2

solicitaggo da CONEP. ‘

Analise: Pendéncia atendida.

Diante do exposto, a Comissac Nacional de Etica em Pssquiss - CONER, de
acordo com as airdbuicdes dsfinidas na Res. CNS 196/86, manifasta-ss paiz

aprovagac do prejeto do pesquisa proposto.
Siiuacdo: Protasoie anrovade,
Srasliis, 20 0e novembro de 2008,

| P
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APROVACAO

A Comissdo de Efica para Andlise de Projefos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo, em sessdo de
07/10/2009, APROVOU o(s) documento(s) abaixo mencionado(s) no
Protocole de Pesquisa n° 0352/09, infitulado: “DISTRIBUICAO
POSTMORTEM DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS EM TECIDOS BIOLOGICOS
HUMANOS" apresentado pelo Departamento de ME DICINA LEGAL,
ETICA MEDICA, MEDICINA SOCIAL E DO TRABALHO.

» Resposta do pesquisador responsavel ao do Parecer CONEP
598/09 datado de 28.08.09 - Estruturagdo de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisador (a) Responsavel: Profa. Dra. Vilma Leyton

CAPPesq, 07 de Qutubro de 2009

'y
R W

Prof. Dr. Eduardo Massad

Presidente da Comissdo

de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

Comissac de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUEP Diretoria Clinica do
Haspital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:

cappesq@hcnel.usp.br / secretariacappesg2@hcnel.usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
SERVICO DE VERIFICACAO DE OBITOS DA CAPITAL

Manifestacdo prévia a respeito dos aspectos técnicos relacionados

4 obtencio de material de estudo para pesquisa cientifica

Titulo da Pesquisa: Distribuigdo postmortem de substincias psicoativas em

tecidos bioldgicos humanos

Pesquisador Executante: Saskia Carolina Seulin, Rafael Menck de Almeida,
Marcelo Filonzi dos Santos, Livia Rentas Sanches e Victor Alexandre

Percinio Gianvecchio

Pesquisador Responsiavel: Prof. Dra. Vilma Leyton, Prof. Dr. David

Osselton e Prof. Dr. Mauricio Yonamine

Em relagdo aos aspectos técnicos relacionados a obtengdo de
material de estudo para pesquisa cientifica mencionada acima, informamos

ndo haver impedimento do ponto de vista técnico € nem risco de mutilagio.

Sdo Paulo, 23 de margo de 2011.

s _l) / P

l"/ TR g PP ! ’ »
Prof. Dr. Carld's ’K-f}gus‘tcé' Pasqpalucci
Diretor SYOC-USP
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APROVACAO

A Comiss@o de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Direforia Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de 5Go Paulo, em sessdo de 20/04/2011,
APROVOU ofs) documento(s) abaixo mencionado(s) referente ao
Protocolo de Pesquisa n® 0352/09, infitulado: "DISTRIBUICAQ POSTMORTEM
DE SUBSTANCIAS PSICOATIVAS EM TECIDOS BIOLOGICOS HUMANOS'
apresentado pelo Deparfamento de MEDICINA LEGAL, ETICA MEDICA E
MEDICINA SOCIAL E DO TRABALHO

« Carta datada de 31/03/2011 -adendo ao projeto de pesquisa

Comentdrio do relator (a): Trata-se de protocoloc em andamento que solicita a aprovagdo
de adendo ae projeto de pesquisa. Houve ginda a inclusdo de manifestacdo do Diretor do
5VOC-USP informando ndo haver impedimentos do ponto de vista técnico e tampouco
risco de mutilag@o dos caddveres incluidos na pesquisa. Com relocé@io ao adendo houve
solicitag@o dos seguintes itens: inclusGo de novo servico colaborador da pesquisa, a
saber, o Servigo de Verificac@o de Obitos da Capital - USP, e dois pesquisadores desse
servico (Dr. Carles Augusto Pasqualucci e Dr. Reinaldo Ayer de Oliveira). Esta inclusdo
justifica @ manifestagdo favordvel & pesquisa do Direfor do SVOC-USP: inclusdo de oulros
cinco pesquisadores executantes (alunos de pés-graduacdo e de aprimoramento
técnico). Foi mencionado que trés alunos (dois doutorandos e um mestrando) estdo
recebendo bolsa de agéncios de fomento, e existe um aprimorande com bolsa de
treinamento técnico da FAPESP. Tendo em vista a grande quantidade de trabalho de
bancada dessa pesquisa, existe necessidade real de incremento dos recursos humanos
para o preparo das amostras e realizagdo dos festes: inclusdo de outras duaos classes de
farmacos na pesquisa (barbitdricos e antidepressivos) na lista de substancias psicoafivas
de interesse. Os barbitdricos ja haviam sido incluidos na pesquisa inicial. Considerando
gue néo haverd necessidade de maior quantidade de material biolégico, ou da coleta de

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S80 Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 225, &°
andar - CEP 05403 010 - S3o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br
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outfros fipos de amostras, a pesquisa dessas duas classes de farmacos, que sGo de fato
muito utilizados, poderd trazer beneficios & pesquisa. Também é importante salientar que
a investigacdo dessas duas categorias suplementares ndo utilizard metodologia
laboratorial distinta daquela j& detalhada na pesquisa; atualizac@o da secdo de material
e métodos no item que se refere & coleta de urina, com inclusdo de um imunoensaio
comercial. Esta etapa de triagem sera benéfica ao andamento da pesquisa; informagéo
sobre a obtengdo de auxilio & pesquisa, além de duas bolsas de doutorado e uma de
apoio técnico da FAPESP, além de uma bolsa de mestrado do CNPq. O outorgado é um
dos colaboradores da pesquisa. Dr. Mauricio Yonamine, docente da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da USP.

Pesquisador (a) Responsavel: Profa. Dra. Vilma Leyton
Pesquisador (a) Executante: Alexandre Percinio Gianvecchio

CAPPesq. 20 de Abril de 2011

Qw\\} RN

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

T INOME: oot ssess s see e sess s Sesssaeessese st eeseneee s essmses s essessessseeemeeses

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ........coovvvmscccrssascannees sexo: MmO F O

DATA NASCIMENTO: ........ .ccoocu o

ENMDEREED . i assimminssamsiiaiain N oo L T O S RR——
BAIRRCE: .conemmmvimrs. oo G wormmmnin usssminssniamamasssiissesss

2 RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) Documento de Identidade:

............................................... Sexo: ( )M ()F

Datadenascimento: __ / [/

B0 i s s S e s Nsqiaai Apt........

BalITO: ..ot (5] [0 - (& (= SRR

B i iR R L R s e Telefone: (........ Y st
DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Distribuigdo postmortem de
substancias psicoativas em tecidos biolégicos humanos

PESQUISADORA: Profa. Dra. Vilma Leyton
CARGO/FUNCAOQ: Professora Doutora
INSCRICAO NO CONSELHO REGIONAL CRF-8 N° 6.108

UNIDADE DA FMUSP: Departamento de Medicina Legal, Etica Médica e
Medicina Social e do Trabalho — Instituto Oscar Freire.
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3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MiNIMO X RISCOMEDIO [

RiISCOBAIXO [O RISCOMAIOR [

4. DURAGAO DA PESQUISA: 12 meses

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP
Essas informagdes estao sendo fornecidas para explicar ao Sr. (Sra)
quais sdo os objetivos desta pesquisa e solicitar autorizag@o para que sejam
coletadas amostras de seu familiar falecido para uma pesquisa que esta sendo
feita por pesquisadores da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo.

Existem substancias que sdo chamadas psicoativas que fazem parte de
remédios e de drogas que se forem usadas pelas pessoas em grandes
quantidades, podem causar a morte. Os médicos legistas ainda nao sabem
como essas substancias ficam em cada 6rgao e essa pesquisa vai ajudar os
medicos a dar um atestado de 6bito correto.

Essa pesquisa tem como objetivo estudar essas substancias psicoativas
em alguns érgdos do corpo. E muito importante, pois podera ajudar o médico
legista esclarecer as causas de mortes que sdo dificeis de diagnosticar, pois
muitas vezes, sé examinando o corpo ndo é suficiente e & necessario também
fazer exames de laboratério.

Agora vamos explicar ao Sr. (Sra) como sera feita a pesquisa:

Quando o médico estiver examinando os ¢rgaos de dentro do corpo, ele
vai separar pedacinhos de 1 centimetro de alguns 6rgéos (cérebro, osso e
musculo) além de sangue e humor vitreo e colocar em frascos que vao ser
identificados s6 por niimeros e ndao com o nome. Esses materiais vao ser
levados para o laboratério e colocados na geladeira para depois serem
analisados.

Essa coleta de material ndo vai causar dano estético (marcas, cicatrizes)
para o corpo do seu parente.



Espera-se que esta pesquisa possa beneficiar no futuro muitas familias
que poderdo ter os laudos da autépsia com a causa da morte bem definida,
nao sé no Brasil como também em outros paises. Esses tipos de estudos ainda
sd0 muito raros no mundo inteiro.

Em qualguer etapa da pesquisa, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O
principal investigador & a Dra. Vilma Leyton que pode ser encontrada na Av.
Dr. Arnaldo, 455, Cerqueira Cesar - Sao Paulo — SP, CEP: 01246-903 Fone:
(11) 3061-8414. Se vocé tiver alguma consideragéo ou dlvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) - Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — §° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou
20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

Esclarecemos que vocé tera a liberdade da retirada de consentimento a
qualquer momento e deixar de participar do estudo.

Garantimos que o seu parente ndo sera identificado em nenhum
momento e que o Sr. (Sra.) podera ter acesso aos resultados dos exames.

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e os materiais

coletados do teu parente somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacoes
que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Distribuigéo
postmortem de substincias psicoativas em tecidos biolégicos humanos”
Eu discuti com a Dra. Vilma Leyton sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propédsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer

momento.

Assinatura do representante legal Data [
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{Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido do representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data ! /
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Abstract A hollow-fiber liquid-phase microextraction
(HF-LPME), used in three-phase mode, and combined with
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), was
developed to quantify antidepressants and their major
metabolites (amitriptyline, nortriptyline, imipramine, desi-
pramine, clomipramine, desmethylclomipramine, fluoxe-
tine, and norfluoxetine) in whole blood samples, using their
deuterated analogs as internal standards. The HF-LPME
system comprised a disposable 8-cm polypropylene porous
hollow fiber, 4.0 ml of sample solution (0.5 ml of blood
added to 3.5 ml of 0.1 M NaOH: donor phase), dodecane
(organic phase), and 0.1 M formic acid (acceptor phase)
for extraction. After stirring the system, the acceptor phase
was evaporated under a nitrogen stream and resuspended in
30 pl of methanol. Derivatization was not required. A 2.0-
pl aliguot of this solution was injected into a GC-MS
system. The method was validated after the optimization of
several parameters that may influence the extraction effi-
ciency. The limits of quantification for all antidepressants
were below the therapeutic levels (20.0 ng/ml). The aver-
age intraday and interday precisions were within 9.7 and
9.8 %, respectively, for all analytes. The calibration curves
were linear in the concentration range of 20-1,200 ng/ml.
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The developed method was applied to seven actual post-
mortem samples. Tricyclic antidepressants were detected in
all of the analyzed cases. To our knowledge, this is the first
demonstration of usefulness of HF-LPME for analysis of
antidepressants in postmortem forensic cases.

Keywords Hollow-fiber liquid-phase microextraction
(HF-LPME) - Antidepressants - GC-MS - Whole blood -
Amitriptyline - Fluoxetine

Introduction

Depression, a common mental disorder, is considered to
affect about 350 million people around the world. It is one
of the most widespread illnesses, often coexisting with
other psychiatric conditions. Depression is causing a seri-
ous global economic problem because sufferers often lose
the ability to work. In addition, depression may ultimately
result in suicide [1]. Antidepressant drugs are widely used
for the treatment of different types of depression and other
psychiatric disorders; these drugs are frequently encoun-
tered during emergency toxicology screening and forensic
medical examinations [2, 3].

In 2011, the Toxicology Investigators Consortium
(ToxIC) of the American College of Medical Toxicology
registered intoxication cases at 28 sites in the United
States. Pharmaceutical overdoses occurred in 48 % of
patients; 37 % were intentional exposures and 11 % were
unintentional exposures. Antidepressants were reported in
16 % of the cases [4]. In England and Wales, 5.602 deaths
involving antidepressants occurred during the period from
1993 to 2004, accounting for approximately 15 % of
all deaths due to poisonings. Of the antidepressants
involved, tricyclic antidepressants were most prevalent [5].
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