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RESUMO

O consumo dos antidepressivos (ADs) na tltima década tem vindo a aumentar e, portanto, a solicitagao
para a sua detecdo em amostras biologicas no Servigco de Quimica e Toxicologia Forense, Delegacao do
Centro (SQTF-C) do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P. (INMLCF, I.P.)
tem sido cada vez maior. Por este motivo, é necessario que haja uma continua evolucio cientifica
de técnicas de detecdo e a respetiva validagao de forma a acompanhar este crescimento. Este traba-
lho teve como objetivo a validagdo de um método analitico para determinacéo simultdnea de 20 ADs
(amitriptilina, bupropiona, citalopram, clomipramina, dosulepina, duloxetina, fluoxetina, fluvoxamina,
imipramina, maprotilina, mianserina, mirtazapina, paroxetina, reboxetina, sertralina, tianeptina, tra-
zodona, trimipramina, venlafaxina e vortioxetina) e 11 dos seus metabolitos.

O procedimento analitico para a determinacdo de ADs em amostras de sangue (100 pL) envol-
veu uma precipitagdo proteica (PP) e a sua posterior andlise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS), usando Electrospray Ionization (ESI) como fonte
de ionizacdo e detegdo por Multiple Reaction Monitoring (MRM). Na separacao cromatogréfica foi
utilizada uma coluna Acquity UPLC HSS T3 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 um) e a fase mével em gradiente,
constituida por uma solugdo aquosa de formato de aménia 2 mM (com &cido férmico 0,1 %) e metanol,
com um fluxo de 0,4 mL/min e um volume de injegao de 10 uL.

O método foi validado de acordo com as diretrizes da Standard Practices for Method Validation in
Forensic Toxicology da American Academy of Forensic Science (AAFS) Standards Board (ASB). Os
parametros de validacao estudados incluiram: estudo das interferéncias, supressao iénica, linearidade,
arrastamento, precisao e exatidao, limites de dete¢do e quantificagdo, integridade de diluigdo e estabi-
lidade. O método demonstrou a auséncia de interferentes por parte de outras substancias e do padrao
interno, com excec¢do da maprotilina e nortriptilina que evidenciaram interferir entre si, em particular

na segunda transi¢do iénica. A gama de trabalho escolhida demonstrou ser linear, considerando um
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fator de ponderacao de 1/x, sempre com um coeficiente de correlacao superior a 0,99. Nao foi detetado
nenhum fenémeno de arrastamento ou efeito matriz relevante. Os limites de detecdo e quantificacao
obtidos sdo adequados tendo em conta a gama de trabalho estudada. No estudo da precisao (precisao
intermédia e repetibilidade) e da exatidao, os resultados obtidos de coeficiente de variacao (CV) foram
<20,0 %. Para estas substancias medicamentosas verificou-se estabilidade até as 72 h a uma tempe-
ratura ambiente e 1 semana apdés um processo de congelagdo. O estudo da integridade de dilui¢ao
demonstrou ter precisao e exatidao na diluicao de 1:5 (v/v).

O método analitico descrito cumpriu todos os parametros necessarios segundo as diretrizes segui-
das, pelo que se pode concluir que este foi validado e permite determinar e quantificar simultaneamente

0s 20 ADs e 11 dos seus metabolitos em amostras de sangue por LC-MS/MS.

Palavras-Chave: Antidepressivos; LC-MS/MS; Precipitacio proteica; Sangue; Validagao



ABSTRACT

The consumption of antidepressants (ADs) in the last decade has been increasing and, therefore, the
request for their detection in biological samples in the Forensic Toxicology and Chemistry Service of
the National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences is also increasing. For this reason,
it is necessary to have a continuous scientific evolution of detection techniques and their validation
in order to keep up with this growth. This work aimed to validate an analytical method for the
simultaneous determination of 20 ADs (amitriptyline, bupropion, citalopram, clomipramine, dosule-
pin, duloxetine, fluoxetine, fluvoxamine, imipramine, maprotiline, mianserin, mirtazapine, paroxetine,
reboxetine, sertraline, tianeptine, trazodone, trimipramine, venlafaxine and vortioxetine) and 11 of
their metabolites.

The analytical procedure for the determination of ADs in blood samples (100 pL) involved a protein
precipitation (PP) and its subsequent analysis by liquid chromatography coupled to sequential mass
spectrometry (LC-MS/MS) using electrospray ionization (ESI) as a source of ionization and detection
by multiple reaction monitoring (MRM). In the chromatographic separation, an Acquity UPLC HSS
T3 column (100 mm x 2.1 mm, 1.8 um) was used and the mobile phase consisted of an aqueous
solution of 2 mM ammonium formate (with 0.1 % formic acid) and methanol, in gradient mode, with
a flow rate of 0.4 mL/min and an injection volume of 10 uL.

The method was validated according to the Standard Practices for Method Validation in Forensic
Toxicology by the American Academy of Forensic Science (AAFS) Standards Board (ASB) guidelines.
Validation parameters studied included: study of interferences, ion suppresion, linearity, carryover,
precision and accuracy, limits of detection and quantification, dilution integrity and stability. The
method demonstrated the absence of interfering substances from other substances and from the internal
standard, with the exception of maprotiline and nortriptyline, which proved to interfere with each

other, particularly in the second ionic transition. The range of work chosen proved to be linear,
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considering a weighting factor of 1/x, always with a correlation coefficient greater than 0.99. No
relevant carryover nor matrix effect was detected. The detection and quantification limits obtained
are adequate taking into account the range of work studied. In the study of precision (intermediate
precision and repeatability) and accuracy, the results obtained from the correlation coefficient (CV)
were <20.0 %. For these substances, it was verified stability up to 72 h at room temperature and 1
week after a freezing process. The dilution integrity study demonstrated precision and accuracy at
1:5 (v/v) dilution.

The analytical method described met all the necessary parameters according to the guidelines
followed, so it can be concluded that it has been validated and allows the simultaneous determination

and quantification of 20 ADs and 11 of its metabolites in blood samples by LC-MS/MS.

Keywords: Antidepressants; LC-MS/MS; Protein precipitation; Blood; Validation
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"Fverything happens for a reason.”

Greek Philosopher Aristotle
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Antagonista O inverso de agonista. E uma molécula que inibe a resposta biolégica induzida por um

agonista.

-

Farmacocinética E a ciéncia que estuda a acdo do organismo sobre o medicamento.

-

Farmacodinamica E a ciéncia que estuda a acdo do medicamento sobre o organismo.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1 Antidepressivos

1.1.1 Evolucgao

A descoberta dos ADs em 1954, revolucionou a area da psiquiatria, ao tratar um dos problemas mais
frequentes no mundo atual, nomeadamente em Portugal, causando um importante impacto social e
econdémico.

A depressao é um transtorno mental depressivo grave, que afeta o nosso humor, a forma como nos
sentimos, como agimos e pensamos [1] e os sintomas mais comuns desta doenca sdo humor depressivo,
mudancas no apetite, dificuldade em dormir ou dormir demasiado, perda de energia, o desejo da morte,
entre outros, mais ou menos graves [1]. Muitos destes sintomas podem ser aliviados e até mesmo
tratados com a medicacao psicotrépica adequada, contudo os ADs podem também ser indicados para
outro tipo de doengas como é o caso de problemas de ansiedade e outras doengas psicéticas [2]. Ainda
que o diagnéstico e tratamento desta doenga se tenha desenvolvido exponencialmente nos dltimos anos,
existem numerosos casos em que a doencga nao é tratada adequadamente, seja por serem administradas
doses subterapéuticas ou pelo tratamento ser feito com medicamentos ineficazes para a depressao, como
¢ o caso de ansioliticos [3].

Por defini¢do, os ADs sdo medicamentos com a agdo comprovada para o tratamento da doenga da
depressao, permitindo uma recupera¢ao muito mais eficaz e rdpida [3]. As primeiras classes a serem
descobertas, acidentalmente, foram os antidepressivos triciclicos (TCA) e os antidepressivos inibidores
da monoaminoxidase (IMAQO), as quais deram o nome de ADs de primeira-geracdo. A depressao

sempre esteve associada ao défice do neurotransmissor norepinefrina e serotonina, figura 1.1a e 1.1b



e por isso o mecanismo de acdo dos ADs de primeira-geracao interfere com a concentracao destes
neurotransmissores ao nivel da fenda sindptica [3] [2], ao inibirem a monoaminoxidase no caso da

classe dos IMAO ou os serotonin transporter (SERT) e norepinephrine transporter (NET) no caso da

classe dos TCA [2].

ZT

OH /
HO. 0 NH, HO

HO NH

(a) (b)

Figura 1.1: Estrutura quimica da monoamina norepinefrina 1.1a e da serotonina 1.1b.

Estas classes de ADs atuam em diversos recetores, como os de serotonina (5-hidroxitriptamina
(5-HT)), norepinefrina (noradrenalina), histamina, acetilcolina, epinefrina e tiramina. No entanto, a
interacdo com alguns destes recetores pode levar a efeitos secundarios indesejados e por vezes graves.
Neste contexto, surgiu uma nova geragdo de ADs para atuar seletivamente nos neurotransmissores
serotonina e/ou norepinefrina, e diminuir alguns dos efeitos adversos presentes nos antidepressivos
triciclicos [4]. A nova geragdo envolve as seguintes classes: inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS), inibidores seletivos da recaptagao de serotonina-norepinefrina (ISRSN) e antide-
pressivos atipicos. Esta descoberta fez com que a prescricao dos IMAO e TCA caisse drasticamente a

nivel mundial [5].

1.1.2 Epidemiologia

Nesta seccdo val ser exposta a epidemiologia e as estatisticas sobre a depressao e os ADs. Entre
2005 e 2015, houve um aumento de 18,4 % no ntimero de pessoas a sofrerem com depressao, e existem
evidéncias de que esta doenga é mais predominante no sexo feminino (5,1 %) do que no sexo masculino
(3,6 %). A nivel mundial, estima-se que 4,4 % da populagao sofre com algum transtorno depressivo
[6].

Segundo a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), no ano de 2017, Portugal, juntamente com a
Grécia, teve a segunda maior percentagem de populacdo na Europa a sofrer de depressao (5,7 %).
Apenas a Ucrania, a Australia, os EUA e o Brasil ultrapassaram o nosso pais [6].

De acordo com o INFARMED, no relatério da Evolugdo do Consumo de Psicofarmacos do consumo
em Portugal Continental (2000 a 2012), houve um aumento da utilizagdo de antipsicéticos e ADs, na
ultima década. A sertralina e o citalopram foram as substancias ativas que sofreram o aumento mais

acentuado, a seguir a fluoxetina e paroxetina. Apesar destes quatro serem os mais consumidos, a



venlafaxina, a trazodona, a mirtazapina e a duloxetina aparecem no grafico da evolugdo das princi-
pais substancias ativas entre 2000 e 2009. Na tabela 1.1 estd indicada a evolugdo do consumo dos

antidepressivos em Portugal entre 2000 e 2012 [7].

Tabela 1.1: Evolugao do consumo dos antidepressivos em Portugal entre 2000 e 2012, adaptado de [7].

Dose diaria definida de

Ano
antidepressivos por 1000 habitantes
2000 26
2012 88
Variagao (2000 - 2012), em % 240 %

Mais recentemente, o Centro de Informacao de Antivenenos publicou o boletim estatistico de 2021,
onde é reportado que o grupo Ansioliticos/Antidepressivos/Antipsicéticos foi o grupo que mais causou
intoxicagdes medicamentosas (37,5 %) [8].

Uma vez que a maioria dos casos de intoxica¢bes em Portugal foram causadas pelo consumo de
ADs e antipsicéticos, a determinacao destes grupos em amostras biologicas estdo incluidos na pericia
laboratorial do SQTF-C do INMLCF, I.P., sendo por isso relevante a melhoria constante de técnicas

de extracdo e de detecdo destas substéancias.

1.1.3 Classificagao

Os antidepressivos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica ou de acordo com o
seu mecanismo de a¢do. Segundo o seu mecanismo de agdo, estes podem estar divididos em 5 classes
de ADs, ja referidos anteriormente: TCA, IMAQO, ISRS, ISRSN e antidepressivos atipicos.

Este trabalho foca-se em 20 ADs e 11 dos seus metabolitos, apresentados na tabela 1.2, divididos
em 4 das classes mencionadas. Esta lista é representativa dos ADs que mais sdo consumidos pelos
portugueses e nesta nao estao incluidos quaisquer ADs da classe IMAO uma vez que nunca foram
comercializados em Portugal devido & possibilidade de provocarem uma crise hipertensiva, apesar de
demonstrarem uma boa eficdcia. Apenas existem dois medicamentos que estao disponiveis em Portugal
da classe IMAQO, o moclobemida e o pirlindol, pois foram desenvolvidos para serem mais seletivos e
consequentemente apresentam um menor risco de crises hipertensivas [9].

Neste subcapitulo sera abordada a farmacocinética, farmacodinamica e intera¢des medicamento-
sas de quatro classes de ADs, nomeadamente “Antidepressivos triciclicos”, “ Antidepressivos inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina”, “Antidepressivos inibidores seletivos da recaptacao de seroto-
nina e norepinefrina” e “Antidepressivos atipicos”. Informacao sobre as substéncias ativas e respetivos

metabolitos validados serd igualmente incluida.



Tabela 1.2: Antidepressivos comercializados em Portugal e validados neste trabalho
* metabolitos, # antidepressivo tetraciclico

nor = desmetil

Classificagao Substancia ativa/Metabolito

Amitriptilina
Clomipramina
Desmetilclomipramina*
Dosulepina
Desmetildosulepina™*
Antidepressivos triciclicos (TCA)
Imipramina
Maprotilina #
Nortriptilina*
Trimipramina

Desmetiltrimipramina*

Citalopram
Desmetilcitalopram™
Fluoxetina
Desmetilfluoxetina™*

Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) Fluvoxamina
Paroxetina
Sertralina

Desmetilsertralina™

Vortioxetina

Duloxetina
Inibidores seletivos da recaptagao de serotonina e norepinefrina (ISRSN) Venlafaxina

Desmetilvenlafaxina*

Bupropiona
Mianserina
Desmetilmianserina*
Mirtazapina
Antidepressivos atipicos Desmetilmirtazapina*
Reboxetina
Tianeptina
Trazodona

m-CPP*

Na figura 1.2 estda apresentado um esquema simplificado do mecanismo de acdo de trés destas

classes de ADs. O mecanismo de a¢do dos ADs atipicos serd descrito em mais detalhe posteriormente.
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Figura 1.2: Mecanismo de agdo das classes de antidepressivos, adaptado de [10]. Os circulos azuis
representam a serotonina e os quadrados verdes a norepinefrina. Os ISRS inibem a recaptacdo da

serotonina e os TCA e ISRSN a recaptacdo da serotonina e norepinefrina.

Na tabela 1.3 estdo resumidas algumas propriedades fisico-quimicas e as concentragoes terapéuti-

cas, toxicas e letais de cada substancia.

Tabela 1.3: Propriedades fisico-quimicas e concentragoes terapéuticas, téxicas e letais dos medicamen-

tos em estudo [11] [12] [13].

Substancia Férmula molecular Massa Molar [Terapéutica] [Téxica] [Letal]
(g/mol)  (ng/mL)  (ng/mL) (ng/mL)
Amitriptilina CooHosN 2774 50-300 500-600  1500-2000
Bupropiona C13H15CINO 239,7 100-200 1200-2000 4000
Citalopram CooH21FN2O 324,4 50-110 220-2450 3400-10500
Desmetilcitalopram C19H19FN>O 310,4 - - -
Clomipramina C19H23CINg 3149 90-250 400-600  1000-2000
Desmetilclomipramina C1gH21 CIN, 300,8 - - 580-2840
Dosulepina C19H21 NS 2954 45-100 200-800  300-5800
Desmetildosulepina CisH19NS 281,4 - - -
Duloxetina Ci13H19NOS 2974 30-120 240 -
Fluoxetina C17H15F3NO 309,3 120-500 1000 2200
Desmetilfluoxetina Ci6H16F3NO 295,3 - - -
Fluvoxamina C15H21 F3N3Oo 318,3 60-230 500-650 2800
Imipramina C19Ha4No 280,4 50-350 500-1000  1500-2000




Tabelal.3 continuagdo da pagina anterior

Substancia Férmula molecular Massa Molar [Terapéutica] [Téxica] [Letal]
(g/mol) (ng/mL)  (ng/mL) (ng/mL)
Maprotilina CaoHasN 2774 75-130 500-1000  1000-5000
Mianserina C13HooNo 2644 15-70 140 1600
Desmetilmianserina Ci17H1sN> 250,4 - - -
Mirtazapina Ci7H19N3 265,4 30-80 160 2000-3000
Desmetilmirtazapina Ci16H17N3 251,4 - - -
Nortriptilina CioH21N 2634 70-170 300-500  1000-3000
Paroxetina C19HooFNO3 3294 20-65 120-400 1200
Reboxetina C19H53NO;3 313,4 60-350 700 -
Sertralina Cy17H17CLLN 306,2 50-250 290-300  1100-1500
Desmetilsertralina Ci16H15C1bN 292,2 - - -
Tianeptina Co1Ho5CIN2O4S 437,0 30-80 160 5100
Trazodona C19H22CIN5O 3719 700-1000 1200 9000
m-CPP C10H13CIN,O 196,7 - - -
Trimipramina CaoHasNo 2944 150-300 600 1700-8200
Desmetiltrimipramina Ci9Ho4 Ny 280,4 - - -
Venlafaxina C17H27NO9 2774 100-400 800 3200-24000
Desmetilvenlafaxina, C16H25NO9 263,4 100-400 800 -
Vortioxetina C18H9oNoS 208,4 6-40 80 -

1.1.3.1 Antidepressivos triciclicos

O nome desta classe surgiu da sua estrutura quimica de trés anéis e uma cadeia lateral crucial para a sua
funcao e atividade. Esta classe pode ser dividida em aminas tercidrias (amitriptilina, clomipramina,

dosulepina, imipramina e trimipramina) ou em aminas secundérias (nortriptilina e maprotilina) [14].

e Farmacodinamica: O mecanismo de acdo desta classe estd diretamente relacionado com o blo-
queio da recaptacdo de neurotransmissores, mais concretamente a serotonina e a norepinefrina, au-
mentando a concentracdo destes na fenda sinaptica. A recaptacdo de neurotransmissores na fenda
sindptica envolve transportadores como o SERT, no caso da serotonina ou o NET, no caso da norepi-
nefrina. Um detalhe importante, é que para existir algum tipo de efeito antidepressor, os SERT tém
de estar 70 a 80 % saturados [15].

Neste ponto, as aminas terciarias sdo geralmente mais potentes no bloqueio da recaptacdo da

serotonina e as aminas secundarias sdo mais potentes no bloqueio da recaptagdo da norepinefrina [14]



[16]. E interessante também referir que a amitriptilina (amina tercidria) apresenta inibicdo para a
recaptacdo de ambos neurotransmissores, contudo o seu metabolito, nortriptilina (amina secundéria)
sdo mais eficazes na recaptacgdo de apenas uma das monoaminas, a norepinefrina [17].

Para além do efeito antidepressivo, estas substancias sdo ainda responsaveis pela atividade an-
tagonista em variados recetores no sistema nervosa central, por exemplo os recetores muscarinicos e
os recetores da acetilcolina e histamina, o que pode explicar os elevados efeitos adversos ou efeitos

secundérios, como a obstipacao, suores, boca seca, sedagio e ganho de peso [3] [18].

e Farmacocinética: Conforme o Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC),
a farmacocinética dos véarios antidepressivos triciclicos é semelhante [14], existindo poucas diferencas,
residindo estas sobretudo nos efeitos secundérios que apresentam [3].

Todos os TCA sdo absorvidos rapidamente ap6s a sua administragdo oral e conseguem ligar-se
fortemente aos tecidos extra vasculares, tendo como consequéncia um volume de distribuicao muito
elevado, entre 10 a 50 L/kg!. A capacidade de metabolizagdo desta classe de ADs na populacio
depende bastante de alguns fatores como por exemplo, a idade, a tolerdncia, algumas patologias e
o peso. Isto leva a uma diferenca importante de pessoa para pessoa na sua relagdo com as doses
terapéuticas e toxicas assim como aos seus efeitos secundéarios [19]. A maioria dos TCA tém um

tempo de meia-vida de eliminagao (t; /2 de eliminacdo) entre 10 a 50 horas.

e Interagoes medicamentosas: Os ADs desta classe tém contraindicagoes semelhantes, como é o
caso do tratamento destes em simultdneo com outros ADs da classe IMAO. Esta toma simultanea
pode causar sindrome de serotonina, caracterizada por sintomas como a agitacdo, confusao, tremor,
mioclonia e hipertermia. Caso o tratamento envolva esta classe de ADs, é recomendado a paragem de
14 dias da utilizacdo de antidepressivos IMAO [20]. Para além dos IMAQO, é também de evitar a toma
conjunta de ISRS [21]. Para além disto, os antidepressivos triciclicos podem potenciar os efeitos do
alcool e de outras substancias depressoras do sistema nervoso central como é o caso de benzodiazepinas

[22].
Amitriptilina/Nortriptilina

A amina tercidria, amitriptilina, figura 1.3a é bastante utilizada para tratar a insénia devido aos
seus efeitos sedativos [19].

A metabolizagdo da amitriptilina é bastante extensiva, ocorre no figado e tem como principal me-

tabolito ativo a nortriptilina, figura 1.3b, outro antidepressivo triciclico que é validado neste trabalho.

Acredita-se que os efeitos antidepressivos da amitriptilina se devem ao seu principal metabolito. Cerca



de 35 % da amitriptilina é excretada sob a forma de metabolitos e 0,2 % eliminada sem sofrer meta-
bolizagdo. O tempo de meia-vida de eliminacdo da amitriptilina é de cerca de 16 h e da nortriptilina

de 30 h [23).

(a) (b)

Figura 1.3: Estrutura quimica da amitriptilina (a) e da nortriptilina (b).

« Comercializacdo: O nome comercial da amitriptilina é ADT®, est4 disponivel em Portugal em
comprimidos revestidos de cor amarela palido ou acastanhada e comprimidos de libertacdo modificada,
com dosagens de 10, 25 e 75 mg [24]. Existem ainda outros nomes comerciais como Elavil®, Endep®,
Lentizol®, entre outros [20]. A nortriptilina tem o nome comercial de Norterol®[24]. Ambas sio

comercializadas em forma de cloridrato.
Clomipramina/Desmetilclomipramina

A clomipramina, figura 1.4a, é um analogo da imipramina, em que o hidrogénio é substituido pelo
cloro num dos seus anéis aromaticos.
Relativamente a sua farmacocinética, a clomipramina é completamente absorvida e ao fim de 14
dias, 92 % é eliminada sob a forma de metabolitos pela urina e fezes. O metabolito principal é a
desmetilclomipramina, figura 1.4b, formado através da uma reacdo de N-desmetilagdo. O tempo de

meia-vida de eliminacdo da clomipramina é de cerca de 32 h [25].

e Comercializacao: Em Portugal esta autorizada a comercializagdo de comprimidos revestidos 10
e 25 mg, solucdo injetavel 25 mg/ 2 mL ou comprimidos de liberta¢ao prolongada 75 mg. O seu nome
comercial é Anafranil®e os comprimidos contém cloridrato de clomipramina [22]. O metabolito ativo

desmetilclomipramina nao é comercializado.
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Figura 1.4: Estrutura quimica da clomipramina (a) e da desmetilclomipramina (b).

Dosulepina/Desmetildosulepina

Esta substancia, também conhecida com dotiepina, figura 1.5a, tem uma estrutura relativamente
semelhante a amitriptilina e comegou a ser utilizada clinicamente em 1963 [23]. A dosulepina para
além de inibir a recaptacao de serotonina e norepinefrina, também inibe a recaptacdo da dopamina
[26].

Sabe-se que a dosulepina é metabolizada através de reagoes de N-desmetilacdo, sulfoxidagdo e
hidroxilagao. Relativamente & sua excrecao, em 24 h, cerca de metade é eliminada pela urina e 15 %
pelas fezes, sob a forma de metabolitos, incluindo a desmetildosulepina [26] [23], figura 1.5b. O tempo
de meia-vida de eliminagéo é de cerca de 22 h [25].

S S

(a) (b)

Figura 1.5: Estrutura quimica da dosulepina (a) e da desmetildosulepina (b).

« Comercializagido: O nome comercial em Portugal é Protiadene®e apenas esté disponivel em com-
primidos revestidos de 75 mg, de acordo com o INFARMED [24]. O metabolito néo esté disponivel

para comercializar.
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Imipramina

A imipramina, figura 1.6, é uma das substidncias dos TCA que mais tem sido utilizada para o
tratamento da depressdao. Para além de tratar a depressdo e melhorar o humor, o apetite e o sono,

este AD pode ser utilizado para tratar a enurese em criancas.

Figura 1.6: Estrutura quimica da imipramina.

A imipramina é principalmente metabolizada pela proteina enzimatica P450 2C19 e posteriormente
pela P450 2D6, para formar o metabolito ativo desipramina [14]. A imipramina é metabolizada ainda
por N-desmetilacao, N-oxidacdo, N-desaquilacao e 2- e 10-hidroxilagdo que, consequentemente, formam
pelo menos mais 20 metabolitos. Cerca de 70 % de uma dose é excretada na urina, 22 % nas fezes e
0,3 % da dose é eliminada sem sofrer metabolizagdo. Tem um tempo de meia-vida de eliminacao de

cerca de 12 h [23].

e Comercializagao: Em Portugal é comercializado cloridrato de imipramina na forma de compri-

mido revestido avermelhado de 10 mg ou 25 mg, com o nome comercial de Trofanil®.

Maprotilina

A maprotilina, figura 1.7, apesar de ndo ser um composto triciclico mas sim tetraciclico, inclui-se
nesta classe devido as semelhancas das propriedades terapéuticas deste grupo. Este é utilizado para
o tratamento da depressdao, mas também no tratamento da ansiedade, que muitas vezes acompanha a
depressao [27].

A maprotilina é estrutural e farmacologicamente diferente dos antidepressivos triciclicos, uma vez
que apesar de exercer um efeito inibidor potente e seletivo sobre a recaptacdo de norepinefrina nos
neurénios pré-sinapticos, ndo aparenta ter um efeito inibidor sobre a recaptagao de serotonina [28].
Para além disto, apresenta ainda uma agao antihistaminica e anticolinérgica [27].

Apesar da absorcdo desta substancia ser lenta, é completamente absorvida. Relativamente a sua

metabolizacdo, a maprotilina transforma-se em desmetilmaprotilina, uma substancia farmacologica-
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mente ativa. A eliminagao é feita principalmente através da urina e fezes sob a forma de metabolitos

livres ou conjugados e tem um tempo de meia-vida de eliminagao de 51 h [25] [28].

()

Figura 1.7: Estrutura quimica da maprotilina.

« Comercializagdo: Em Portugal existe o Ludiomil®e a Maprotilina Ratiopharm®m forma de
comprimidos revestidos por pelicula avermelhados em trés dosagens: 25, 50 e 75 mg. A substancia

ativa deste é cloridrato de maprotilina e o seu metabolito ndo é comercializado.
Trimipramina/Desmetiltrimipramina

A trimipramina, figura 1.8a, é uma das primeiras opg¢oes para o tratamento de depressao, espe-
cialmente quando a sedacio é necessaria. E um TCA semelhante & imipramina com a diferenca de
apresentar mais propriedades antihistaminicas e sedativas [29].

O mecanismo de acio deste TCA ¢é diferente dos restantes, uma vez que este apenas reduz e nao
bloqueia a recaptacao da serotonina, norepinefrina e dopamina [29]. Relativamente & sua farmacoci-
nética, a trimipramina passa a barreira hemato-encefélica e é metabolizada a nivel hepéatico, formando
o seu principal metabolito, desmetiltrimipramina, figura 1.8b. A sua eliminacdo é maioritariamente
feita pela urina [30]. Para além da desmetiltrimipramina, sdo conhecidos outros 9 metabolitos [23]. O
tempo de meia-vida de eliminacdo da trimipramina é de cerca de 16 h [25].

A trimipramina e o seu metabolito ativo sdo uns dos ADs que possuem um centro quiral mas a

sua comercializacao ¢é feita como mistura racémica [31].

« Comercializacdo: Em Portugal é comercializado Surmontil®em forma de comprimidos com duas
dosagens diferentes, a 25 ¢ 100 mg. A substancia ativa de cada comprimido é maleato de trimipramina,
em que 35 mg deste equivale a 25 mg de trimipramina [30].

1.1.3.2 Antidepressivos inibidores seletivos da recaptacao de serotonina

Esta classe de ADs permite evidenciar que a classificacio feita se baseia na natureza do mecanismo

de acdo e nao na semelhanca das estruturas quimicas. Enquanto os TCA tém estruturas bastante

12



Figura 1.8: Estrutura quimica da trimipramina (a) e da desmetiltrimipramina (b).

semelhantes, estes antidepressivos tém em comum o tipo de acdo farmacoldgica.

e Farmacodinamica: Depois do aparecimento dos antidepressivos triciclicos, e com o objetivo de
desenvolver antidepressivos mais eficazes, mais toleraveis e com menos efeitos secundarios, apareceu
uma nova classe. O seu mecanismo de agdo baseia-se na inibicao seletiva da recaptacao da serotonina
e tem muito pouco efeito sobre a norepinefrina e a dopamina. Para além disso é desprovida de agéao
sobre alguns recetores, por exemplo os recetores a-adrenérgicos e recetores muscarinicos, levando a
uma menor incidéncia de acdes adversas, comparativamente aos antidepressivos triciclicos, nomea-
damente a sedagdo. Os efeitos colaterais estdao relacionados com sua acdo quimica, ou seja, efeitos
serotoninérgicos, como insénia, nauseas, vomitos, diarreia, ansiedade, agitacdo, tremor e disfuncao

sexual, associados & atividade com alguns recetores da serotonina [3] [32].

e Farmacocinética: As substancias desta classe tém um mecanismo de acdo semelhante, mas uma
farmacocinética bastante diferente, destacando-se o tempo de meia-vida de eliminacgao [3]. Isto é
esperado, uma vez que os ISRS, ao contrario dos TCA, apresentam grandes diferengas na sua estrutura
quimica [33]. Para além disto, a vortioxetina e a paroxetina dao origem a metabolitos inativos,
enquanto a fluoxetina, a sertralina e o citalopram dao origem a metabolitos farmacologicamente ativos

[34].
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e Interacoes medicamentosas: Relativamente as interacdes medicamentosas, tém sido comprova-
das algumas com antidepressivos triciclicos, benzodiazepinas, carbamazepina e metadona [3]. Medi-
camentos com atividade sobre o citocromo P450: CYP2D6, CYP2C19, CYP1A2 e CYP3A3/4 podera
resultar na redugdo da eficicia e aumento da toxicidade do medicamento [3] [35]. A fluoxetina e a
paroxetina atuam com mais eficicia no CYP3A3/4 comparativamente a fluvoxamina, deste modo,
o risco de interagbes com substancias que atuam nessa mesma isoenzima é maior para as primeiras
[3]. HA registos de interagoes medicamentosas com os antidepressivos IMAO, aumentando o risco de

sindrome de serotonina, & semelhanga dos antidepressivos triciclicos [3].
Citalopram/Desmetilcitalopram

O citalopram, figura 1.9a, é indicado para o tratamento da depressdo, perturbacdo de panico e
perturbacdo obsessivo-compulsiva em adultos [36] [37]. Esta substancia foi incluida na lista modelo
de medicamentos essenciais da OMS para o tratamento da depressao [38].

O citalopram tem uma absor¢do bastante rapida, da sua metabolizagdo resulta o seu principal
metabolito, figura 1.9b, e a eliminacao é feita principalmente através da urina, em que apenas 12 a 23
% é a substancia nao metabolizada. O desmetilcitalopram apesar de também ser um ISRS, tem uma
atividade farmacolégica menor [37].

O citalopram assim como o seu metabolito apresentam quiralidade mas a sua venda é feita como

uma mistura racémica, tendo sido essa a sua forma original de venda.

e Comercializagao: De acordo com os dados do INFARMED, na péagina de pesquisa de medica-
mentos, apenas existem medicamentos genéricos para comercializacdo em Portugal, com dosagens de
10, 20 e 40 mg de bromidrato de citalopram. Fora de Portugal, os seus nomes comerciais podem
ser Celexa®e Cipramil®[24]. Para além da via de administracio oral, existe também um injetdvel
com uma dosagem de 10 mg/5 mL contudo esta ndo estd disponivel em Portugal. O (S)-citalopram,
também denominado de escitalopram, com maior poder de acdo que também estd disponivel para

comercializacdo no nosso pais.
Fluoxetina/Desmetilfluoxetina

A fluoxetina, figura 1.10a, foi a primeira da sua classe a ser descoberta [39]. Ao contréario do que
acontece com os ADs mencionados até agora, a fluoxetina nao provoca sedacao e pode ser utilizada
para o tratamento da depressdo, perturbacio obsessivo-compulsiva e bulimia nervosa [40]. A fluoxetina
é bem absorvida via oral e é metabolizada no figado num metabolito ativo, a desmetilfluoxetina, figura

1.10b, e menos de 10 % da fluoxetina é excretada pela urina sem sofrer quaisquer alteragoes [3] [23].
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Figura 1.9: Estrutura quimica do citalopram (a) e do desmetilcitalopram (b).

Tanto a fluoxetina como a desmetilfluoxetina tém um tempo de meia-vida bastante longo: 4 a 6 dias e
4 a 16 dias, respetivamente [24]. Sobre a sua estabilidade, sabe-se que a fluoxetina é estavel no plasma
tanto a 5 °C como a -20 °C até 12 semanas mas observa-se degradagao de cerca de 20 % quando
exposta & temperatura ambiente [23].

Tanto a fluoxetina como o seu metabolito apresentam quiralidade mas a sua venda é feita como
uma mistura racémica [31]. A questdo da venda individual de enantiémeros foi levantada, uma vez
que o (S)-fluoxetina apresenta algumas vantagens como um tempo de a¢ao mais elevado, uma reducao

dos efeitos secundarios, entre outros [31].

e Comercializagdo: De acordo com o INFARMED, em Portugal existem 2 nomes comerciais para

®e outros genéricos. Apesar da desmetilfluoxetina ser um metabolito

a fluoxetina, Psipax®e Prozac
ativo, esta ndo é comercializada em Portugal. Em 2011, de acordo com o INFARMED, a fluoxetina

foi a 39° substancia com um maior nimero de vendas [41].

Fluvoxamina

A fluvoxamina, figura 1.11, é uma substincia que é utilizada maioritariamente para os distirbios
obsessivos compulsivos, problemas de ansiedade e também para casos de bulimia nervosa. Esta subs-

tancia foi autorizada pela primeira vez em Portugal em 1985 [42].
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Figura 1.10: Estrutura quimica da fluoxetina (a) e da desmetilfluoxetina (b).

A fluvoxamina é metabolizada em produtos que sdo posteriormente eliminados na urina. Sao
conhecidos pelo menos 11 metabolitos formados a partir de varias vias metabdlicas e cerca de 94 %

de uma dose de fluvoxamina ¢ eliminada sob a forma destes [23].

Figura 1.11: Estrutura quimica da fluvoxamina.

e Comercializagdo: A marca disponivel em Portugal para ser comercializada tem o nome de
Dumyrox®. Este medicamento estd disponivel como um maleato de fluvoxamina e é apresentado
“(

em duas dosagens: 50 e 100 mg [24]. Existem outros nomes comerciais como Luvox™(nome mais

comum disponivel em pafses como o Brasil e Argentina), Movox®, disponivel na Austrélia, Fevarin®,

disponivel em vérios paises nomeadamente a Alemanha, entre outros [43].
Paroxetina

A paroxetina, um derivado da fenilpiperidina, figura 1.12, é utilizada como antidepressivo mas
tem eficicia para o tratamento de perturbacao obsessiva-compulsiva, perturbacdo de ansiedade social,

ansiedade, perturbacao de stress pos-traumatico e da perturbacao de panico. A sua estrutura quimica
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difere muito de todos os outros ADs mencionados até agora e ¢ o ISRS mais potente desta classe [44]
[45]. Esta substancia é ainda a unica deste grupo que tem atividade anticolinérgica, ou seja, todos os
efeitos associados a esta atividade podem ser esperados, como é o caso de boca seca, obstipagao, visdao
turva, confusdo, entre outros [46].

A paroxetina é biotransformada em produtos de oxidagdo e N-desmetilagdo. Nao foi observada
atividade farmacologica elevada destes para que se pudesse afirmar que estes contribuissem para os
efeitos terapéuticos da paroxetina. A eliminacdo da paroxetina dé-se maioritariamente sob a forma
de metabolitos pelas fezes, sendo apenas 2 % eliminada sem sofrer metabolizagao [45].

A paroxetina apresenta dois centros quirais, o que justifica a representacdo de quatro estereoisé-
meros, mas apenas um ¢ comercializado (3S,4R) [31] [47]. Dos quatro estereoisémeros apresentados,
tanto o par (3S,4S)-paroxetina e (3R,4R)-paroxetina como o (3R,4S)-paroxetina e (3S,4R)-paroxetina
correspondem a um par de enantiémeros. Da mesma forma, o par (3S,4S)-paroxetina e (3R,4S)-
paroxetina e o par (3R,4R)-paroxetina e (3S,4R)-paroxetina denominam-se de diastereoisémeros, por

nao serem espelhos um do outro.
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Figura 1.12: Estrutura quimica da paroxetina.

« Comercializagio: Segundo o INFARMED, existe em comercializacio a marca Seroxat®e Dropax®.
A primeira substancia é administrada por via oral, com comprimidos de 20 mg e a ultima por uma
solucdo de 10 mg/mL, em que a administragao é feita também por via oral (gotas orais) [24]. Em 2011,

de acordo com o INFARMED, a paroxetina foi a 98° substdncia com um maior nimero de vendas [41].
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Sertralina/Desmetilsertralina

A sertralina, figura 1.13a, é utilizada no tratamento nao s6 da depressdo mas também da perturbagao
obsessiva-compulsiva, perturbagido de ansiedade social e perturbagéo de stress pés-traumético [48].
Este antidepressivo tem uma particularidade que a difere dos outros ISRS, de ter uma absorcao
bastante lenta. Da sua extensa metabolizacao no figado, obtém-se o seu metabolito ativo, a desmetil-
sertralina, figura 1.13b, através de uma reacao de N-desmetilagdo. A desmetilsertralina, apesar de ser
farmacologicamente ativa, tem apenas 10 % a 20 % da atividade farmacolégica da sertralina, que se
acumula no plasma devido a sua eliminacao lenta: 62-104 h [48]. Os metabolitos sao excretados pela
urina e fezes na mesma proporcao e a sertralina ndo metabolizada é excretada pela urina (0,2 %) [23].
Tanto a sertralina como o seu metabolito apresentam dois centros quirais, o que justifica a re-
presentacdo de quatro estereoisémeros, mas apenas o enantiémero (15,4S) é comercializado [31] [49].
Dos quatro estereoisémeros apresentados, tanto o par (1S,4S)-sertralina e (1R,4R)-sertralina como o
(1R,4S)-sertralina e (1S,4R)-sertralina correspondem a um par de enantiémeros. Da mesma forma, o

par (1S,4S)-sertralina e (1R,4S)-sertralina e o par (1R,4R)-sertralina e (1S,4R)-sertralina, sdo diaste-
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Figura 1.13: Estrutura quimica da sertralina (a) e da desmetilsertralina (b).
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« Comercializacdo: A comercializacio da sertralina é feita com a marca Zoloft®com uma dosagem
de 50 mg, contudo existem outras dezenas de marcas genéricas [24]. Em 2011, de acordo com o

INFARMED, a sertralina foi a 43° substdncia com um maior nimero de vendas [41].
Vortioxetina

A vortioxetina, figura 1.14, é indicada para o tratamento de episédios depressivos em adultos [50].
O mecanismo de agao da vortioxetina ndo é bem conhecido mas acredita-se que as propriedades anti-
depressivas da vortioxetina relacionam-se com as afinidades ao SERT e alguns recetores de serotonina,
que levam a uma inibicao da recaptagado de serotonina e as atividades antagonistas em alguns recetores
da serotonina (5-HTp, 5-HT7, and 5-HT}3), respetivamente [51].

O metabolito principal da vortioxetina é farmacologicamente inativo e aproximadamente 59 % dos

metabolitos inativos da vortioxetina sdo excretados na urina e aproximadamente 26 % nas fezes [50].

HN

O
Figura 1.14: Estrutura quimica da vortioxetina.

« Comercializacdo: Em Portugal existe uma marca comercializada, denominada Brintellix®, dis-
ponivel em duas formas de apresentacao diferentes: comprimidos revestidos por pelicula de 5 mg
(comprimido revestido por pelicula rosa), 10 mg (comprimido revestido por pelicula amarela), 15 mg
(comprimido revestido por pelicula laranja) e 20 mg (comprimido revestido por pelicula vermelha)
e em solugdo (gotas orais) de 20 mg/mL [24]. Com a autorizacdo da Food and Drug Administra-
tion (FDA), os EUA (e agora também Canadé) mudaram o nome comercial em 2016 de Brintellix®para,

Trintellix®[52] [53].

1.1.3.3 Antidepressivos inibidores seletivos de recaptagao de serotonina e norepinefrina

Por vezes esta classe de ADs pode ser confundida com os TCA, dado atuarem na recaptacao de

serotonina e norepinefrina, contudo estes distinguem-se pelo facto de ndo apresentarem tantos efeitos
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adversos, resultantes da pouca afinidade para os recetores adrenérgicos, recetores da histamina, da
acetilcolina e da dopamina e recetores pés sindpticos da serotonina [54].

A taxa de eficiéncia do tratamento ao utilizar TCA é de cerca de 60-70 % e menos de 50 % atingem
a remissao total. Contudo a taxa de eficiacia dos ISRS nao é muito superior & dos TCA e acredita-se
até que alguns sdo menos eficazes que os tltimos em casos de depressao severa [18]. Esta observagao
levou ao desenvolvimento da estratégia de combinar a especificidade dos transportadores de serotonina

com os da norepinefrina para aumentar a eficadcia dos tratamentos.

e Farmacodinamica: Esta classe de antidepressivos, inibe a recaptura tanto da monoamina se-
rotonina como da norepinefrina, prolongando os efeitos destas na fenda sindptica, aumentando as
atividades neuronais [55]. Apesar de serem todos da mesma classe, as substancias diferem nas suas

afinidades para os recetores dos neurotransmissores.

e Farmacocinética: Todos os ISRSN sdo absorvidos muito rapidamente apds uma administracao
oral e comparados aos ISRS, esta classe tem um tempo de meia-vida de eliminagdo bem mais curto,

4 h para a venlafaxina, 10 h para a desmetilvenlafaxina e cerca de 12 h para a duloxetina [56].

e Interagoes medicamentosas: Como ja explicado também anteriormente, uma vez que a meta-
bolizacdo é feita pela enzima citocromo P450 2D6, quaisquer substincias que sejam administradas
juntamente com estas e que inibam esta enzima do seu funcionamento normal, vao fazer com que exis-
tam interacdes medicamentosas [56]. E contraindicado a toma simultanea de ADs das classes IMAO

e ISRSN, sob risco da manifestagdo do sindrome de serotonina [57].
Duloxetina

A duloxetina, figura 1.15 tem um ratio mais equilibrado, ou seja, é apenas 10 vezes mais potente na
inibicdo da recaptacado da serotonina do que da norepinefrina. Também a duloxetina ndo tem grande
afinidade para o transportador da dopamina [54]. A duloxetina e os seus metabolitos (farmacologi-
camente inativos), sdo excretados principalmente pela urina (70 %) mas também pelas fezes (20 %)
[58].

Relativamente a quiralidade, a duloxetina apresenta um centro quiral e uma vez que se descobriu
que o enantiémero R era duas vezes mais ativo que o enantiémero S, a sua comercializagao nao é feita

de forma racémica [59].

e Comercializagao: Em Portugal, para além das marcas genéricas, existem outros duas marcas

comerciais com o nome de Cymbalta®e Dulxetenon®com dosagens de 30, 60, 90 e 120 mg. Ao contrario
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Figura 1.15: Estrutura quimica da duloxetina.

de todas as outras substancias apresentadas até agora, a forma de apresentacio desta é uma capsula
gastrorresistente [24]. A diferenca entre estas cadpsulas e as outras tradicionais é que esta se desintegra

no intestino e ndo no estémago.
Venlafaxina/Desmetilvenlafaxina

A venlafaxina, figura 1.16a, é 30 vezes mais potente para a inibi¢ado da recaptagao de serotonina. Na
verdade, estudos apontam que s6 em doses elevadas é que a venlafaxina inibe a recaptacdo de ambos
neurotransmissores. A venlafaxina tem também pouca afinidade para o transportador da dopamina
[54].

Esta substancia é metabolizada no seu principal metabolito ativo, a desmetilvenlafaxina, figura
1.16b, e cerca de 87 % de uma dose é excretada pela urina nas 48 h depois da administracao [57].
A venlafaxina assim como o seu metabolito apresentam quiralidade mas a sua venda é feita como

uma mistura racémica [31].

e Comercializagao: A venlafaxina existe para comercializacdo em Portugal em varias formas de
apresentacao, nomeadamente em capsulas de libertacao prolongada, comprimidos revestidos por pe-
licula e comprimido de libertacdo prolongada com as marcas Venlafaxina toLif®, Genexin®, Zarelix®,
Efexor XR®, Venlafaxina Desinax®e Pracet®com dosagens de 37.5, 75, 150 e 225 mg [24]. O seu me-
tabolito ativo ndo é comercializado em Portugal mas a vende-se pela marca Pristiq®, Zodel®, Deller®,

Desve®ou Imense®[60].

1.1.3.4 Antidepressivos atipicos

Neste grupo, estao incluidos os restantes ADs que nao se encaixam nas classes até agora mencionadas,
como é o caso da bupropiona que é um antidepressivo inibidor de recaptacdo de norepinefrina e
dopamina, da trazodona que é um antagonista e inibidor de recaptacio da serotonina e da mirtazapina
que é um potente antagonista dos recetores adrenérgicos g, 5-HT5, 5-HT3 e da histamina [61]. A
reboxetina, apesar de estar incluida nos antidepressivos atipicos, faz parte do grupo de inibidores

seletivos da recaptacdo de norepinefrina (ISRN).
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Figura 1.16: Estrutura quimica da venlafaxina (a) e da desmetilvenlafaxina (b).

Bupropiona

Estudos indicam que a atividade antidepressiva da bupropiona, figura 1.17, esta relacionada apenas
com a dopamina, com uma fraca agdo da serotonina e norepinefrina [3], enquanto outros responsa-
bilizam os seus efeitos tanto a dopamina como & norepinefrina [62]. Contudo, ainda se desconhece o
mecanismo de ac¢do deste antidepressivo [15].

Quanto a sua farmacocinética, a bupropiona é extensivamente metabolizada em trés substancias
que apresentam alguma atividade. A sua eliminagao da-se pela urina na forma inalterada (1 %) e na
forma de metabolitos (80 %) e pelas fezes (10 %) sob a forma de metabolitos.

A bupropiona apresenta quiralidade mas a sua venda é feita como uma mistura racémica [63].

R

Figura 1.17: Estrutura quimica da bupropiona.

o]

« Comercializacdo: Em Portugal existem duas marcas disponiveis, Elontril®e Wellbutrin XR®com

duas dosagens diferentes, 150 e 300 mg. A sua forma de apresentagdo é em comprimido de libertagao
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prolongada.

Mianserina/Desmetilmianserina

A mianserina, figura 1.18a, é um analogo da mirtazapina, diferenciando-se apenas pela substituicao
de um atomo de azoto num dos anéis. Esta substancia é utilizada no tratamento tanto da depressao
como de distirbios do sono.

O mecanismo de agdo da mianserina é bastante parecido ao da mirtazapina, tendo atividade
antagonista nos recetores 5-HT94, 5-HToc, 5-HT3 e az-adrenérgicos e agonista do recetor 5-HTq4.
Este antidepressivo distingue-se apenas por ter efeitos adicionais sofre o recetor ay [64].

Relativamente a sua farmacocinética, a mianserina é metabolizada no figado, formando o princi-
pal metabolito (farmacologicamente ativo), desmetilmianserina, figura 1.18b. Ao fim de 7-9 dias, é
eliminada pela urina e fezes, na forma metabolizada e, em menos quantidades, na forma intacta [65].

Tanto a mianserina como o seu metabolito apresentam quiralidade mas a sua venda é feita como

uma mistura racémica [31].

(b)

Figura 1.18: Estrutura quimica da mianserina (a) e da desmetilmianserina (b).

« Comercializacdo: A comercializacio da mianserina em Portugal dé-se pela marca Tolvon®, em

forma de comprimidos revestidos por pelicula com uma dosagem de 30 mg. Pode ter outros nomes

®

como Lumin®, comercializado na Austrélia.
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Mirtazapina/Desmetilmirtazapina

A mirtazapina ndo tem propriedades de inibigdo de recaptacdo de serotonina ou norepinefrina. O
mecanismo de agdo desta substancia baseia-se na atividade antagonista dos recetores ao-adrenérgicos
(autorecetores nos neurdénios noradrenérgicos e heterorecetores nos neurénios serotonérgicos) e tam-
bém atividade antagonista para os recetores 5-HTs9p, 5-HToc e o 5-HT3. A atividade antagonista
do primeiro recetor (5-HT3a) resulta em propriedades ansioliticas, do segundo recetor (5-HTsc) no
tratamento da disfungéo erétil e do ultimo recetor (5-HT3) em propriedades antieméticas [66]. Para
além de ser antagonista dos recetores mencionados, a mirtazapina é agonista do recetor 5-HTa, re-
sultado do aumento da concentracao de serotonina, que resulta num aumento da neurotransmissao.
Esta substancia nao é responsavel pela inibicdo da atividade de nenhum dos transportes de serotonina
ou norepinefrina [66].

A mirtazapina sofre metabolizacao hepéatica através de desmetilacio e hidroxilacdo dando origem a
metabolitos ativos. A desmetilmirtazapina, figura 1.19b, é encontrada em baixos niveis. A eliminagao
é feita pela urina, cerca de 75 % e pelas fezes, cerca de 15 % [67].

Tanto a mirtazapina como o seu metabolito apresentam quiralidade mas a sua venda é feita como

uma mistura racémica [31].

(b)

Figura 1.19: Estrutura quimica da mirtazapina (a) e da desmetilmirtazapina (b).

« Comercializagdo: A marca vendida em Portugal é a Remeron Soltab®, em forma de comprimido
orodispersivel com uma dosagem de 15, 30 ou 45 mg [24]. Esta forma farmacéutica dissolve-se na boca

e nao é necessario o recurso a liquidos para a sua ingestao.
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Reboxetina

Como j4 foi referido no inicio deste capitulo, a reboxetina faz parte da classe de ISRN. Este AD
vai inibir o funcionamento correto do transportador da norepinefrina e consequentemente aumentar a
concentracao deste neurotransmissor na fenda sinaptica. Esta substancia é estruturalmente semelhante
a fluoxetina e é utilizada como antidepressivo desde 1996 [23].

Alguns dados importantes relativos a sua farmacocinética sdo que o seu tempo de meia-vida é de
cerca de 12-13 h e que a eliminacao é feita principalmente pela urina e pelas fezes, numa proporc¢ao
de 3 para 1 [67].

A reboxetina apresenta quiralidade mas a sua venda é feita como uma mistura racémica [31].
Assim como a sertralina e a paroxetina, a reboxetina apresenta dois centros quirais, o que justifica a
representagao de quatro estereoisémeros. Dos quatro estereoisémeros apresentados, tanto o par (S,S)-
reboxetina e (R,R)-reboxetina como o (R,S)-reboxetina e (S,R)-reboxetina correspondem a um par de
enantiémeros. Da mesma forma, o par (S,S)-reboxetina e (R,S)-reboxetina e o par (R,R)-reboxetina

e (S,R)-reboxetina, sdo diastereoisémeros.
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Figura 1.20: Estrutura quimica da reboxetina.

® em doses

e Comercializacao: Em Portugal existe apenas uma marca comercializada, a Edronax
de 4 mg, para ser administrada via oral mas existem outras marcas como Norebox®, Prolift®, Solvex®,

Davedax®ou Vestra®.
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Tianeptina

Este medicamento é aprovado em muitos paises mas nos EUA néo foi aprovado pela FDA, devido
aos efeitos secundérios e aditivos que se tém reportado, nomeadamente agitacdo, nduseas, vomitos,
suores, batimento cardiaco elevado, coma e até morte [68].

A tianeptina, figura 1.21, contém na sua estrutura uma cadeia lateral com um aminoédcido de
sete carbonos, diferente dos outros antidepressivos triciclicos. Ao contrario dos ISRS, que apenas
apresentam uma seletividade para a inibi¢cdo da recaptacdo da serotonina, pensa-se que a tianeptina
estimula a recaptacdo de serotonina e também, em menor grau, da norepinefrina e da dopamina.
Estudos realizados mais recentemente indicam, contrariamente ao que se acreditava, que a tianeptina
nao afeta a transmissdo sinaptica da serotonina [69].

Esta informacao parece ser paradoxal, uma vez que todas as substancias apresentadas até agora
apresentam efeitos antidepressivos em consequéncia do aumento da concentragao dos neurotransmis-
sores. Acredita-se que este efeito antidepressivo estd relacionado com a remodelagdo neuronal central
e restauracao da plasticidade neuronal, questionando assim todos os mecanismos de a¢do propostos
pelos quais foram explicados a maioria dos antidepressivos conhecidos [70].
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Figura 1.21: Estrutura quimica da tianeptina.
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« Comercializacdo: De acordo com o INFARMED, est4 disponivel em Portugal a marca Stablon®,
em forma de comprimido revestido por pelicula. Cada comprimido contém 12,5 mg de tianeptina

sddica [24].

Trazodona/m-CPP
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A trazodona, figura 1.22a, atua no bloqueio da recaptacao da serotonina, assim como no bloqueio
dos recetores 5-HT4 e 5-HToc e tem atividade antagonista nos recetores histaminicos. Por vezes
pode ser confundida com um antidepressivo do grupo dos ISRS mas esta tem a particularidade de
ter propriedades antagonistas para com os recetores 5-HT9a e 5-HToc, evitando os efeitos adversos
associados a esses recetores [15].

O uso de trazodona e os seus efeitos terapéuticos sdo apenas observados quando tomadas doses de
300 mg ou mais, o que pode fazer com que seja intoleravel para alguns doentes devido ao excesso de
sedagdo [61]. Isto acontece porque a trazodona é mais potente nos seus efeitos antagonistas do que na
sua afinidade para com o SERT, fazendo com que esta substancia em doses mais baixas nao se ligue
a estes transportadores [15].

A sua eliminagdo dé-se principalmente na urina (60-70 %) apds 48 h e nas fezes (9-29 %) entre as
60 e 100 h apds administragdo. Apresenta um metabolito ativo, o meta-clorofenilpiperazina (m-CPP),

figura 1.22b [71].
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Figura 1.22: Estrutura quimica da trazodona (a) e do m-CPP (b).

e Comercializagao: De acordo com o relatério anual de 2011 do INFARMED [41], a trazodona foi a
69° substancia com mais embalagens vendidas em Portugal no ano de 2011. Estas sdo comercializadas
com a marca Triticum AC®ou Trazone OD®com dosagens a variarem entre os 100, 150 e 300 mg
[24]. A trazodona é administrada via oral em forma de comprimidos de libertagdo modificada. O seu

metabolito ndo é comercializado em Portugal.

1.2 Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses

O INMLCEF, I.P., assegura, em todo o territério nacional, a realizacdo de autépsias médico-legais,
outros exames cadavéricos, exames e pericias em pessoas, pericias e exames laboratoriais quimicos e

toxicolégicos, pericias e exames de identificacao genéticos, pericias e exames psiquiatricos e psicoldgicos
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e pericias e exames de anatomia patolégica forense, que lhe forem solicitados de forma a cooperar com
os tribunais, com o Ministério Ptblico e com os 6rgaos de policia criminal e demais servigos e entidades
que intervém no sistema de administracao da justica. "O INMLCF, I.P. é o Laboratério do Estado
com fungoes periciais, médico-legais e forenses que atua no ambito da administracdo da justica"[72].
A componente pratica desta dissertacdo de mestrado foi realizada no SQTF-C, do INMLCF, L.P.,
contudo existem outras duas delegagbes, a delegagdo do norte e sul, localizadas no Porto e Lisboa,

respetivamente.

1.3 Servico de Quimica e Toxicologia Forense

A toxicologia forense é um ramo da ciéncia que se dedica & andlise de uma vasta gama de xeno-
bidticos, mais concretamente drogas, medicamentos, pesticidas ou alcool, para fins Médico-Legais e
Forenses. Para ser possivel realizar estas analises, sdo necessarios conhecimentos a nivel da quimica,
da bioquimica, da farmacologia, entre outros.

As informagdes provenientes deste servico podem ser bastante lteis e aplicadas em situagoes
médico-legais, ajudando o médico legista a perceber a causa da morte, em casos de seguros de vida
ou de trabalho e em casos de acidentes de viacao, percebendo por exemplo, se o individuo estava sob
o efeito de 4lcool ou de substancias psicotrépicas aquando do acidente. E preciso ter em consideracio
que o toxicologista nao avalia a intengdo da morte nem a etiologia da morte, estando este dever desti-
nado ao Ministério Piblico: "Constituem fungdes especificas do MP (...) a prolacdo de despacho final
que termine o inquérito por acusacao, por arquivamento ou por qualquer meio legalmente consagrado
de consensualizacao"|[73].

O SQTEF-C esta dividido em trés setores: rececdo das amostras, registo e armazenamento das
mesmas e andlises quimicas e toxicolégicas. O ultimo estd ainda divido por equipas, de acordo com
as andlises e os exames as substancias acima descritas:

- Equipa I: responsavel pela realizacdo de ensaios imunoenzimaticos (EIA) utilizando o analisa-
dor automatico EVOLIS, da BioRad, a drogas de abuso, nomeadamente opiadceos, opidides, cocaina,
anfetaminas/metanfetaminas e canabindides, em amostras de sangue e urina.

- Equipa II: responsavel pela realizacao das analises pela técnica de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (GC-MS) de opidceos, opidides, cocaina e anfetaminas/metanfetamina.
Estas andlises sdo efetuadas apds a triagem da equipa I, com o intuito de confirmar a positividade
destes grupos nas amostras biolégicas.

- Equipa III: responsével pela realizagdo das andlises pela técnica de LC-MS/MS de substancias
medicamentosas e canabindides. Esta equipa é responsavel tanto pela triagem das substancias medi-

camentosas, como pela confirmacao e quantificacdo das substancias medicamentosas e canabindides.
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- Equipa IV: responsavel pela andlise de substéncias volateis através da técnica de GC/FID. No
INMLCEF, I.P., a substiancia mais analisada é o etanol, mas podem ainda ser analisado o metanol, o
cloroférmio, entre outros.

- Equipa V: responsivel pela andlise de monéxido de carbono e alguns metais através da espe-

trofotometria UV /vis e absor¢ao atémica.

1.4 Amostras bioldgicas

Diferentes amostras biolégicas podem ser recolhidas para realizar a andlise de xenobidticos, contudo a
mais importante, relevante e utilizada é o sangue. O sangue é a matriz que melhor permite correlacio-
nar a concentracao das substancias presentes e o seu respetivo efeito no organismo. E possivel detetar
nesta amostra, tanto ante-mortem como post-mortem, substancias como medicamentos, substancias
ilicitas, pesticidas, etanol, entre outras.

Pode-se utilizar ainda amostras biolégicas de urina, estomago, conteudo gastrico, figado, rim,
cabelo e unhas e outras, sendo que todas elas necessitam de ser tratadas com metodologias extrativas

distintas dadas as suas caracteristicas.
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CAPITULO 2

METODOLOGIAS ANALITICAS

2.1 Precipitacao proteica

A extragdo analitica é um passo muito importante pois os componentes de uma matriz biolgica (san-
gue), principalmente as proteinas, podem ser adsorvidas irreversivelmente na coluna cromatografica,
levando a uma baixa eficiéncia de extragdo e ao entupimento da prépria coluna [74]. As técnicas de
extragdo mais comuns utilizadas para esta matriz sdo a Solid-Phase Extraction (SPE), Liquid-Liquid
Extraction (LLE) e a precipitacdo proteica (PP).

A técnica de PP baseia-se em adicionar a amostra bioldgica, 3 a 5 vezes o volume de um solvente
orgéanico (acetonitrilo, metanol, acetona), sulfato de amoénio ou &cido tricloroacético com o objetivo
de quebrar as ligacOes proteina-analito que existam. Estes solventes vao diminuir a solubilidade
das proteinas fazendo com que elas precipitem [75]. Estudos indicam que entre os solventes organicos
mencionados atrds, o acetonitrilo proporciona cerca de 40 % menos fosfolipidos comparando ao metanol
[76]. De acordo com estudos descritos na literatura, onde esta técnica de extracao foi otimizada com
base na eficdcia da remogao proteica e nos efeitos i6nicos na técnica de LC-MS/MS, o acetonitrilo
precipita 94,9 % das proteinas em matéria organica (4:1, v/v) [77].

Apés a adicao destes solventes, os componentes proteicos precipitam, ficando no sobrenadante o(s)
nosso(s) principio(s) ativo(s). Por vezes hé a necessidade de submeter as amostras a centrifugacao,
figura 2.1. Ap0s estes passos, o extrato pode ser analisado logo de seguida ou evaporado e reconstituido
num solvente adequado para a andlise por cromatografia liquida (LC), quase sempre a fase mével [78].

Esta técnica é a escolhida como técnica de extracdo para este trabalho, uma vez que é a mais

simples, de baixo custo, muito rapida, com perda minima de analitos, extremamente eficiente mesmo
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para volumes reduzidos de amostra e aplicivel para a extracdo de um nimero elevado de xenobidticos

79].

ACN

Figura 2.1: Esquema representativo do processo extrativo por precipitacao proteica

2.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa se-

quencial (LC-MS/MS)

A LC-MS/MS, é uma técnica muito versatil e de elevado interesse para a andlise toxicol6gica, uma vez
que tem a capacidade de determinar compostos polares, de elevado massa molecular e termicamente
labeis [80]. Através desta técnica é possivel separar os analitos presentes numa determinada amostra
e proceder posteriormente a uma anéalise com recurso a um detetor de massa. Apds a sua separagao,
os analitos sdo sujeitos a uma fonte de ionizagdao, no caso deste trabalho pratico, uma sonda por
electrospray (ESI). Uma fonte de ESI consiste num tubo capilar onde uma determinada voltagem é
aplicada. Esta voltagem, devido & diferenca de potencial, tem a capacidade de nebulizar o liquido que
flui para o capilar. As gotas nebulizadas sdo evaporadas, diminuindo o seu tamanho e, dependendo
da polaridade da voltagem, podem estar positivamente ou negativamente carregadas [80].

Apés a ionizacao estar concluida, o analisador de massa mede a razao massa-carga (m/z) dos ides.
Nesta fase, é necessario que exista uma interface, uma vez que o analisador tem de estar em vacuo
para que o caminho seja livre para os ides. O analisador do tipo triplo quadropolo é um dos mais
utilizados no ramo da toxicologia forense por ser muito sensivel e seletivo [80].

Este tipo de analisador consiste num quadrupolo sujeito a um potencial elétrico. Uma combinagao
estratégica deste, cria uma frequéncia de ressonincia para uma razao m/z especifica, em que os ioes
com essa mesma razao sao detetados e os ides com uma razao m/z maior ou menos sao eliminados.

Logicamente, ao alterar o tal potencial elétrico, a frequéncia de ressonancia é também alterada e outra
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razao m/z pode ser detetada [80].

A andlise e detecao deste ides é realizada por quadrupolos e estes podem ser utilizados em modos
diferentes: modo selected ion monitoring (SIM)), onde apenas uma razao m/z ¢ selecionada, aumen-
tando a seletividade para um determinado analito, modo scan, onde se obtém um espetro de massa
total ou de um intervalo de massa desejado, permitindo observar todas as razdes m/z presentes no
total ou nesse intervalo selecionado.

O modo MRM ¢é um modo de elevada seletividade, que produz pouco ruido e que permite realizar
analises quantitativas e é tipicamente utilizado em equipamento de triplo quadropolo. Este consiste no
primeiro quadrupolo, Q1, filtrar um ido percursor, deixando apenas passar esse {40 com uma razao m/z
especifica para o segundo quadrupolo, Q2. Este vai produzir um outro iao produto da colisdo entre o
iao percursor com um gés de colisdo, normalmente azoto. A este processo da-se o nome de dissociagao
induzida por colisdo (CID). Estes ides originados na célula de colisdo entram no terceiro quadrupolo,
Q3, onde apenas passa um ido com uma razado m/z especifica [81]. Na figura 2.2 encontra-se um

esquema do funcionamento de um triplo quadrupolo.

Q1 Q2 Q3
LC-ESI — L om - .
- ei e : —a —Nz/—]> - - =] || = - -
] [ ] \ =

s I L.

Figura 2.2: Esquema do funcionamento de um analisador de massa triplo quadrupolo.
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CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOCRAFICA

Os estudos encontrados na literatura no que diz respeito a determinacdo de ADs em amostras de
sangue envolvem algumas técnicas de cromatografia liquida e procedimentos de extragdo como a PP,
escolhida para a este trabalho e outras como LLE, SPE ou Solid-Phase Micro-Extraction - Sigla
Inglesa (SPME).

Uma breve selegao de estudos foi feita (10 no total abrangendo um periodo de publicagao de 2008
a 2023.) e na tabela 3.1 encontra-se um resumo da informacao relevante de cada um, incluindo o
volume da amostra, o tipo de amostra, a técnica de extracio e analitica e o seu modo de ionizagao.

Observando os dados recolhidos dos estudos apresentados, é possivel perceber que poucos sdo
desenvolvidos utilizando sangue post-mortem. Para além disso, a maioria destes trabalhos que foram
desenvolvidos apenas determinam apenas um AD e o(s) seu(s) metabolito(s) ou uma classe de ADs,

por exemplo os TCA.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho consistiu na validagdo de um método analitico para a determinagao
de um total de 20 ADs e 11 dos seus metabolitos em amostras de sangue por PP e detegdo por
LC-MS/MS. Para além disso, este trabalho permitiu-me ter uma aprendizagem educacional tanto
sobre a rotina laboratorial do SQTF-C do INMLCF, I.P., como dos diversos procedimentos envolvidos
no funcionamento de um laboratério acreditado, mais especificamente na equipa III, que trabalha

diretamente com a técnica de LC-MS/MS.
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CAPITULO 5

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Material, Reagentes e Equipamento

5.1.1 Padroes e Reagentes

Os padroes de referéncia dos ADs foram adquiridos de trés marcas distintas, Cerilliant, LGC e TRC,
todos a uma concentragdo de 1 mg/mL, com exce¢ao da desmetilsertralina e a desmetilvenlafaxina,
que foram adquiridos com uma concentracao de 100 pg/mL. O padrao interno (PI) utilizado foi a
clomipramina-ds adquirida & Cerilliant, a uma concentragao de 100 pg/mL. A dgua, o acetonitrilo e
o metanol (grau de pureza LC-MS) foram adquiridas a Riedel-de Haén. O acido férmico (98 % - 100

%) foi fornecido pela Supelco e o formato de aménia (> 99 %) pela Sigma-Aldrich.

5.1.2 Fases moveis do sistema LC-MS/MS

5.1.2.1 Fase mével A (fase organica)

Nesta fase mével, o solvente orgédnico consistiu em metanol e formato de aménia 2 mM em &cido
férmico 0,1 % (95:5, v/v). Num balao volumétrico de 500 mL, acertou-se o menisco com metanol. A
esta solugdo, adicionou-se 1 mL de formato de aménio 1 M (dissolveu-se aproximadamente 3,153 g de
formato de aménia em 50 mL de dgua e 1 mL de acido férmico 0,1 %) e 500 puL de dcido férmico.
Por fim a solugao foi homogeneizada em banho de ultrassons durante 15 minutos e armazenou-se
no frigorifico entre 2 a 8 °C até a sua utilizacdo, momento em que este tem de ficar a temperatura

ambiente.
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5.1.2.2 Fase moével B (fase aquosa)

A preparacao da fase mével B consistiu em medir com precisao 500 mL de dgua e adicionar 1 mL de
formato de aménio 1 M e 500 uL de 4cido férmico 0,1 %. Por fim, adicionou-se 5 mL da Fase Médvel
A ou fase mével organica. Adicionou-se os 50 mL de metanol retirados no ponto anterior. Por fim a
solucdo foi homogeneizada em banho de ultrassons durante 15 minutos e armazenou-se no frigorifico

entre 2 a 8 °C até a sua utilizagdo, momento em que este tem de ficar a temperatura ambiente.

5.1.3 Material e Equipamento

O agitador vortex utilizado foi um Reax 2000 da Heidolph, a centrifuga refrigerada, modelo Heraeus
Fresco 21 (Thermo Fisher Scientific. Massachusetts, EUA) e o equipamento de ultrassons, modelo
Sonorex Super RK 510H (Bandelin, Berlim, Alemanha). Todas as micropipetas de volume variavel e
respetivas pontas utilizadas foram da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha), da Gilson (Middleton, Wis-
consin) ou da Sartorius (Gottingen, Alemanha). Para além do material anteriormente referido, foram
utilizados tubos eppendorf de 2 mL e vials de polipropileno de 300 uL e outros materiais de vidro de
uso do laboratorial, tais como baldes volumétricos, provetas e copos. O equipamento LC-MS/MS foi
um sistema Sciex ExionLCTM HPLC, modelo AD, (AB Sciex, Framingham, Massachusetts, U.S.A),
constituido por duas bombas binarias, um compartimento de forno da coluna, um médulo desgaseifi-
cador e um injetor automatico refrigerado, figura 5.1. Na separacdo cromatografica utilizou-se a uma
coluna Acquity UPLC® HSS T3 (100x2,1 mm, 1,8 pum) da Waters (Milford, Massachusetts, USA).
O fornecimento de azoto necessdrio para o equipamento de LC-MS/MS foi realizado através de um
gerador de azoto (Pneumatech, Worthington Creyssensac, Espanha) associado a um compressor de ar
comprimido da mesma marca. O azoto foi utilizado como nebulizador, gis de dessolvatagdo e como

gas de colisao.

5.1.4 Preparacao de padroes, solugoes e misturas padrao

Utilizando um volume de 50 ou 100 pL dos padrées priméarios de ADs adquiridos, preparou-se solugdes
de trabalho a 10 pg/mL, 50 pug/mL ou 100 ug/mL, dependendo da substancia, num baldo volumétrico
de 1 ou 2 mL e por fim perfez-se o volume com metanol. O procedimento estd detalhado na tabela

5.1.
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Figura 5.1: Equipamento LC-MS/MS Sciex

Tabela 5.1: Preparacao das solugoes padrao dos ADs.
Cédigo SP - solugao padréo, xxx - nimero de identificagdo da substdncia, CR/LG/TR - cédigo de
identificacdo da marca do fornecedor (Cerilliant, LGC e TRC), xxx - numeragao correspondente a

preparacao de uma nova solugdo padrao

Volume inicial do padrao Concentragao final

Substancia Cdédigo da solugao padrao
primério do AD (pL) da SP (ug/mL)
Amitriptilina SP037CR006 50 50
Bupropiona SP674CR003 50 50
Citalopram SP042L.G006 50 50
Desmetilcitalopram SP044CR04 50 50
Clomipramina SP043LG001 50 50
Desmetilclomipramina SP044CR004 50 50
Dosulepina SP052CR002 50 20
Desmetildosulepina SPa050LG001 100 10
Duloxetina SP676CR003 50 50
Fluoxetina SP055LG006 50 50
Desmetilfluoxetina SPa036LG002 50 50
Fluvoxamina SP209TRO015 50 a0
Imipramina SP059LG004 50 50
Maprotilina SP064LG005 50 50
Mianserina SP066CR0045 50 50
Desmetilmianserina SPa065LG001 100 10
Mirtazapina SP067LG006 50 50
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Tabela 5.1 continuacao da pagina anterior

Volume inicial do padrao Concentragao final

Substancia Cdédigo da solugao padrao
primério do AD (uL) da SP (ug/mL)
Desmetilmirtazapina SPa066CR002 100 10
Nortriptilina SP071CRO07 50 50
Paroxetina SP0O75LG005 50 50
Reboxetina SP688LG003 50 50
Sertralina SP276CR008 50 50
Desmetilsertralina SP087LG001 100 10
Tianeptina SP149TR002 50 50
Trazodona SP094LG003 100 100
m-CPP SPa035LG002 100 10
Trimipramina SP095LG006 50 50
Desmetiltrimipramina SPa071LG002 50 50
Venlafaxina SP097LG005 50 50
Desmetilvenlafaxina SP099LGO10 100 100
Vortioxetina SPa003LG002 50 50

Estas solugbes padrao foram armazenadas no congelador a aproximadamente -20 °C até a sua

utilizacao.

Posteriormente preparou-se uma MP, com concentracoes a variarem de acordo com o AD em

estudo, a partir das solucbes padrao mencionadas atras. Na tabela 5.2 estd descrita a concentragao

das solugoes padrao utilizadas, o volume retirado de cada uma delas e a concentracao final da MP de

cada AD, onde se perfez o volume final de 1 mL com metanol. A curva de calibragdo foi preparada

utilizando diferentes volumes desta MP e diluindo com uma solu¢do de metanol:dgua (1:1, v/v). Na

tabela 5.3 encontra-se descrito estes volumes e a concentracao respetiva de cada um dos calibradores

para cada AD.

Tabela 5.2: Preparacao da MP utilizada para a realizacdo das curvas de calibragido e controlos.

Substancia [Solugdo padrao] (pg/mL) Volume (pL) [MP] (ng/mL)
Amitriptilina 50 20 1000
Bupropiona 50 10 500
Citalopram 50 20 1000
Desmetilcitalopram 50 10 500
Clomipramina 50 10 500
Desmetilclomipramina 50 10 500
Dosulepina 50 10 500
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Tabela 5.2 continuacao da pagina anterior

Substancia [Solugdo padrao] (pg/mL) Volume (pL) [MP] (ng/mL)
Desmetildosulepina 10 50 500
Duloxetina 50 20 1000
Fluoxetina 50 20 1000
Desmetilfluoxetina 50 20 1000
Fluvoxamina 50 20 1000
Imipramina 50 20 1000
Maprotilina 50 20 1000
Mianserina 50 10 500
Desmetilmianserina 10 50 500
Mirtazapina 50 10 500
Desmetilmirtazapina 10 20 200
Nortriptilina 50 20 1000
Paroxetina 50 20 1000
Reboxetina 50 20 1000
Sertralina 50 20 1000
Desmetilsertralina 10 50 500
Tianeptina 50 20 1000
Trazodona 100 20 2000
m-CPP 10 20 200
Trimipramina 50 20 1000
Desmetiltrimipramina 50 10 500
Venlafaxina 50 20 1000
Desmetilvenlafaxina 100 10 1000
Vortioxetina 50 10 500

Tabela 5.3: Volumes e respetivas concentragdes dos ADs para realizar a curva de calibragao.

Volume (uL)
MP 5 10 20 40 60 80 100
H,0:MeOH (1:1, v/v) 95 90 80 60 40 20 0

Concentragio (ng/mkL)

CAL1 CAL2 CAL3 CAL4 CAL5 CAL6 CAL7

Amitriptilina 50 100 200 400 600 800 1000
Bupropiona 25 50 100 200 300 400 500
Citalopram 50 100 200 400 600 800 1000
Desmetilcitalopram 25 50 100 200 300 400 500
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Tabela 5.3 continuacao da pagina anterior

Concentracado (ng/mkL)

CAL1 CAL2 CAL3 CAL4 CAL5 CAL6 CAL7

Clomipramina 25 50 100 200 300 400 500
Desmetilclomipramina 25 50 100 200 300 400 500
Dosulepina 25 50 100 200 300 400 500
Desmetildosulepina 25 50 100 200 300 400 500
Duloxetina 50 100 200 400 600 800 1000
Fluoxetina 50 100 200 400 600 800 1000
Desmetilfluoxetina 50 100 200 400 600 800 1000
Fluvoxamina 50 100 200 400 600 800 1000
Imipramina 50 100 200 400 600 800 1000
Maprotilina 50 100 200 400 600 800 1000
Mianserina 25 50 100 200 300 400 500
Desmetilmianserina 25 50 100 200 300 400 500
Mirtazapina 25 50 100 200 300 400 500
Desmetilmirtazapina 10 20 40 80 120 160 200
Nortriptilina 50 100 200 400 600 800 1000
Paroxetina 50 100 200 400 600 800 1000
Reboxetina 50 100 200 400 600 800 1000
Sertralina 50 100 200 400 600 800 1000
Desmetilsertralina 25 50 100 200 300 400 500
Tianeptina 50 100 200 400 600 800 1000
Trazodona 100 200 400 800 1200 1600 2000
m-CPP 10 20 40 80 120 160 200
Trimipramina 50 100 200 400 600 800 1000
Desmetiltrimipramina 50 100 200 400 600 800 1000
Venlafaxina 50 100 200 400 600 800 1000
Desmetilvenlafaxina 50 100 200 400 600 800 1000
Vortioxetina 25 50 100 200 300 400 500

Para o estudo dos limiares analiticos, foi necessario preparar outras solucées de trabalho, com
concentracdes menores, de forma a MP ter uma gama de concentracoes mais baixas. Paralelamente
foi construida também uma curva de calibracao distinta.

Por fim, uma outra curva de calibragéo foi preparada para o estudo da linearidade. Esta vai ter
uma gama de trabalho igual a apresentada na tabela 5.3, com a diferenca de ser construida com 10
calibradores.

Os controlos baixos, médios e altos, que vao sendo utilizados durante a validacao, de acordo com
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[92], tém de ser no méximo trés vezes superior ao calibrador mais baixo da curva de calibragéo, a meio
da curva de calibracio e aproximadamente 80 % da concentraciao do ponto mais elevado da curva de
calibragdo, respetivamente. Dito isto, o controlo baixo corresponde ao CAL 2, o médio ao CAL4 e o
alto ao CALG, da tabela 5.3. No apéndice A encontram-se os cromatogramas com as transi¢oes idénicas

de todos os ADs estudados e do PI, num controlo alto.

5.2 Procedimento de ensaio

As amostras de sangue foram sujeitas a um procedimento analitico, aplicado na rotina laboratorial do
SQTF-C, detalhado na tabela 5.4.

A solugéao de PI foi uma solugdo de clomipramina-ds a 1 pug/mL.

Tabela 5.4: Procedimento analitico da preparacao das amostras biologicas.

Branco de Amostra

Calibradores Amostras
reagentes branca
Agua LC-MS/MS 100 puL - - -
Metanol:Agua (1:1, v/v) 100 pL 100 pL - 100 pL
Sangue - 100 pL 100 pL 100 pL
Solugoes CAL - - *variam de acordo com o AD -
Solugao de PI 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL

As concentracoes das solugoes dos calibradores e os controlos variam de acordo com a substancia
a ser estudada, uma vez que cada antidepressivo tem uma dose terapéutica mais baixa ou mais alta.
Apés as medigoes de todas as solugoes feitas, procedeu-se a precipitacao proteica, adicionando-se 900
pL de acetonitrilo gelado, sob agitacdo no vortex. De seguida, os tubos eppendorfs foram colocados
numa centrifuga refrigerada e programada a 5° C e a 14000 rpm durante 10 minutos. Por tltimo, 50

1L do sobrenadante foi diluido em 200 pL. de uma solucao de fase moével nas condigoes iniciais.

5.3 Condig¢des do equipamento (LC-MS/MS)

5.3.1 Cromatografia liquida

A fase mével com um fluxo de 0,4 mL/min realizou-se em modo gradiente, ou seja, 45 % da fase mével
A aos 0 minutos com um aumento linear até 60 % da fase mével A em 5 minutos e até 95 % em 1
minuto. Durante 1,5 minutos hd uma elui¢ao isocratica, seguida de um decréscimo para as condigdes

iniciais em 0,05 minutos e um tempo de equilibrio durante 1,95 minutos, resultando um total de 10
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minutos. As temperaturas do injetor automético e do forno da coluna analitica estavam programadas

para 15 °C e 45 °C, respetivamente.

5.3.2 Espectrometria de massa sequencial

O espectréometro de massa sequencial utilizado foi um QTRAP® 6500+ (armadilha de ides linear triplo
quadrupolo) equipado com uma interface TurbolonSpray®. Os parametro otimizados de MS/MS sao
os seguintes: temperatura da fonte, 450 °C; voltagem de pulverizagao de ides (IS), +5500 V /-5500
V; pressao na fonte do gas 1 (GS1), 40 psi; pressdo na fonte do gés 2 (GS1), 60 psi; pressdao do gas de
dessolvatacao (CUR), 25 psi; gas de colisdo (CAD), médio. Para o controlo do sistema de LC-MS/MS
foi utilizado o software Analyst 1.7.2 e para o tratamento de dados o SCIEXOS Q 2.2.

O analisador de massa do tipo triplo quadrupolo operou em MRM de acordo com as condigoes

estabelecidas na tabela 5.5.
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5.4 Validacao do método

A validagao de um método analitico consiste em realizar o estudo de alguns pardmetros, com o objetivo
de evidenciar que o método é adequado para o seu prop6sito (identificar analito, mais concretamente,
os ADs) e tentar perceber quais sdo as suas limitagoes [92]. Este processo e os seus parametros a
serem estudados vao depender bastante no tipo de estudo, se qualitativo ou quantitativo, das técnicas
e do tipo de matrizes utilizadas, por exemplo.

A validagao seguiu as diretrizes da Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology
da American Academy of Forensic Science (AAFS) Standards Board (ASB), um documento utilizado
especificamente para o SQTF-C.

De acordo com este documento, para a validacdo de um método quantitativo, é necessario estudar
0s seguintes pardmetros:

- Estudo de interferéncias;

- Supressao idnica;

- Linearidade;

- Arrastamento;

- Precisao;

- Exatidao;

- Limite de detecao (LD) e Limite de quantificagao (LQ);

- Integridade de diluicao;

- Estabilidade.

5.4.1 Estudo de interferéncias

O estudo das interferéncias tem como propésito demonstrar a existéncia ou auséncia de interferéncias
mais comuns que possam existir. Estas interferéncias podem existir devido a matriz biolégica, a
interagdo entre as substéncias a validar, a interagdo entre o padréo interno (PI) e as substancias ou
por parte da interagdo de outros xenobidticos.

Com isto, e de acordo a literatura, quatro tipos de estudos de interferéncias devem ser realizados
[92]:

1) Auséncia de interferéncias nos tempos de retengao dos ADs resultantes da matriz bioldgica;

2) Auséncia de interferéncias nos tempos de retengdo dos ADs com a adigao de PI, resultantes do
proéprio PL

3) Auséncia de sinais interferentes no tempo de retengdo do PI sem a adigdo do PI, resultantes

dos ADs.
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4) Auséncias de sinais interferentes nos tempos de retengao dos ADs, resultantes de outros xeno-
bidticos.

O ponto 2) e 3) é especialmente importante dado que o PI utilizado é um composto deuterado
de uma substéncia a ser validada (clomipramina), que pode ter como impureza o seu composto nao
deuterado. Isto leva a que o sinal do PI possa interferir com o sinal dos ADs e vice-versa.

Segundo [93] e [92], esta avaliacao é feita visualmente, observando os cromatogramas obtidos no
estudo. Ao contrario dos outros 3 pontos, a preparagdo do primeiro é realizada com pelo menos 10
amostras de sangue branco diferentes, em que o procedimento de ensaio descrito em 5.2 foi aplicado
com excecao da fortificacdo do PI. Estas 10 amostras de sangue branco correspondem a 10 misturas
(pools), cada uma delas constituida por cinco amostras negativas para antidepressivos previamente
analisadas por ensaio imuno-enzimético (EVOLIS, Bio-Rad), tabela 5.6. A maioria das amostras
dos sangues brancos selecionados sao sangues da cavidade periférica (post-mortem), com excegao da
amostra de sangue dos seguintes processos: 3049/21, 1866,/22, 2064/2022 e 2536/22. Para além disso,
a POOLI0 ¢ ainda constituida por apenas sangues ante-mortem, recolhidos ou no &mbito do controlo
rodovidrio ou cedidos pelo Instituo Portugués do Sangue e Transplantagao (IPST).

Para o ponto 2) e 3), a uma amostra de sangue branco foram extraidas duas aliquotas, uma com
a adicdo de PI e outra sem a adi¢do de PI e com a fortificacdo de 80 uL. da MP de ADs descrita em
5.2 apés a extragao. Por fim, para a avaliagdo do ponto 4), uma aliquota de 100 pL de amostra de
sangue branco foi extraida e posteriormente fortificada com 50 ul. de uma solugdo de uma mistura

padrao de 23 benzodiazepinas (100 pug/mL).

Tabela 5.6: Misturas de sangue utilizadas no estudo das interferéncias.

Cédigo 3
Nuamero de processo/Ano
(Misturas de sangue)

POOL1 3049/21; 3043,/21; 2899/21; 2857/21; 108/22
POOL2 110/22; 507/22; 553/22; 588/22; 59622
POOL3 663/22; 938/22; 988/22; 1114/22; 1153/22
POOL4 1193,/22; 1493/22; 1553/22; 1555/22; 1561/22
POOL5 1562/22; 1573/22; 1675/22; 1677/22; 1866/22
POOL6 1878,/22; 2064/22; 1975/22; 2536/22; 176/22
POOL7 2517/22; 2519/22; 2525/22; 2531/22; 2538 /22
POOLS 2541/22; 1491/22; 2534/22; 2540/22; 2544/22;
POOL9 2545/22; 2551/22; 2595/22; 2596,/22; 2722/22
POOL10 2160,/22; 3265,/22; 800/23; SV130-08; SV155-12
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5.4.2 Supressao idnica

A supressdo i6nica do analito resulta de possiveis efeitos da matriz, resultantes de componentes que
possam estar presentes na matriz bioldgica e influenciar a resposta do método analitico. O estudo
deste parametro é de elevada importancia uma vez que a co-eluicdo de componentes é um fenémeno
bastante comum em andlises realizadas com a técnica de LC-MS/MS [92] [93].

O estudo deste parametro de validacdo pode ser realizado por uma de duas formas: método de
infusdo em coluna e o método de fortificagao pds-extracao [93] [92]. A diferenga entre estes dois métodos
reside no tipo de estudo que se pretende realizar, isto é, se for pretendido um teste qualitativo ou o
desenvolvimento do método, o mais correto é testar o primeiro método uma vez que fornece informacoes
sobre os tempos de retengdo em que a supressao ionica € esperada. Contudo, se o pretendido for uma
analise quantitativa, o método de fortificagdo pds-extracao é o mais indicado uma vez que produz uma
estimativa quantitativa do efeito matriz e sua variabilidade, tornando-se mais objetivo [93].

De acordo com as normas a seguir neste trabalho, sdo necessarias 10 matrizes biolégicas diferentes
(por tipo de matriz) e a sua fortificagdo tem de ser feita com uma de duas concentracoes diferentes,
uma de gama baixa e uma de gama alta [92].

Com isto, foram utilizadas as pools descritas anteriormente. A cada uma delas foi realizado o
procedimento de ensaio descrito no capitulo 5.2, sem a adi¢do do PI. Para cada uma das 10 pools
extraidas, 2 conjuntos foram preparados (Lote 1 e Lote 2):

1) 50 uL do extrato foi adicionado 80 uL da MP e 120 uL da solugao da fase mével nas condigoes
iniciais - Lote 1

2) 50 uL do extrato foi adicionado 10 uL da MP e 190 uL da solugéo da fase mével nas condigoes
iniciais - Lote 2

Paralelamente, outros 2 conjuntos (Lote 3 e Lote 4) foram preparados:

3) 170 pL da solucao da fase mével nas condigoes iniciais e 80 pL. da MP - Lote 3

4) 240 pL da solugao da fase mével nas condigoes iniciais e 10 uL. da MP - Lote 4

Tanto o Lote 3 e o Lote 4 foram injetados 6 vezes, estando de acordo com as normas de [92], com
o objetivo de estabelecer uma média da area do pico de elui¢do para cada concentracao.

A anilise deste pardmetro baseia-se na comparagao de respostas obtidas do Lote 3 e Lote 4 com
o Lote 1 e o Lote 2, respetivamente. Se o valor da supressao idénica, calculado a partir da equagao 6.1
exceder +£25 % é necessério verificar se outros parametros da validagao (i.e. LD, precisdo ou exatidao)

sao afetados, pois estes podem sofrer impacto com um valor alto do efeito matriz [92].
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5.4.3 Linearidade

O modelo de calibragao corresponde ao modelo que descreve a relacdo entre a resposta do sinal, por
exemplo a area do pico do analito, e do PI, e a sua respetiva concentracdo. Para que este parametro
seja testado, tem se estabelecer uma gama de trabalho, equivalente aquele que seja esperado na rotina
de trabalho do SQTF-C. Este modelo pode variar entre um modelo linear, um modelo ponderado
linear, um modelo quadratico, entre outros, dependendo de qual descreve melhor a relagdo mencionada
anteriormente.

Para que seja possivel perceber qual é o modelo mais adequado para testar este parametro, é
necessario testar a homogeneidade da variancia e perceber se o modelo cumpre o critério da homo-
cedasticidade. Para se comprovar tal critério pode se utilizar graficos de residuos parciais. Se estes
graficos demonstrarem que os valores estao distribuidos de forma aleatéria sobre o eixo vertical, entao
as variancias sdo homogéneas. Para comprovar esta homogeneidade, realiza-se ou o teste de Fischer
ou o teste de Cochran, ambos adequados para este tipo de estudo. Uma vez que se trata de uma gama
de concentracao bastante ampla, o teste de Cochran é o mais indicado. Caso as variancias venham
a ser homogéneas, considera-se o método linear, contudo se o resultado for heterogéneo, um fator de
ponderacao tem de ser aplicado e a linearidade comprovada. Este fator de ponderagdo vai fazer com
que a contribuicdo da varidncia dos calibradores de maior concentragdo nao seja tao elevada, como
aconteceria se nao existisse nenhum fator de ponderacao.

Apés verificar a homogeneidade das varidncias e, caso seja preciso, de se escolher os fatores de
ponderacdo mais adequados, avalia-se a linearidade. De acordo com [92], a avaliagdo da linearidade
é feita nao s6 pelo coeficiente de correlacio (r?) mas também pelos graficos de residuos parciais.
Através destes graficos, é possivel detetar possiveis outliers e é possivel demonstrar também se o
modelo escolhido é o indicado para representar os resultados.

Apesar dos resultados obtidos no pardmetro do efeito matriz terem sido satisfatérios, é recomen-
dado que a linearidade seja avaliada utilizando uma matriz biolégica. Foram escolhidas 10 concen-
tracoes de cada analito, diferentes de zero e 5 réplicas de cada concentracdo foram analisadas. O
procedimento experimental consistiu em fortificar 100 pyL. de sangue branco, de acordo com a tabela

5.3 e de seguida realizar o procedimento de ensaio descrito em 5.2.

5.4.4 Arrastamento

O arrastamento, ou carryover em inglés, é tomado como o erro induzido resultante de contaminagoes
de um analito em andlises anteriores. Este pardmetro, quando comprovado que existe, influencia nos
resultados da andlise, tanto qualitativos como quantitativos.

Para avaliar este pardmetro, amostras brancas de sangue sdao injetadas logo apdés uma amostra
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fortificada com uma concentracio elevada dos analitos a serem validados. A validacdo deste método
foi realizado em simultdneo com o anterior. De acordo com [92], é necessério a injegao em triplicado,
pelo que se injetou trés amostras de sangue branco apos a injecdo do calibrador mais alto, a fim de

verificar se existia alguma contaminacao.

5.4.5 Precisao

Este pardmetro pode ser validado em simultdneo com o pardmetro da exatiddo. A precisao relaciona-
se com o grau de concordancia entre varias medi¢Ges, nas mesmas condigoes, e pode ser expressa pela
% do CV. A precisao pode ser dividida em trés niveis diferentes: repetibilidade, precisao intermédia
e reprodutibilidade.

- A repetibilidade exprime a precisdo de um método sob as mesmas condi¢bes, num curto espago
de tempo e pode também ser denominada como precisdo intra-dias ou dentro de grupos. Reflete a
concordancia dos resultados entre sucessivas extracoes e inje¢oes da mesma amostra.

- A precisao intermédia (entre grupos) traduz-se na precisdo do método quando sujeito ao maior
numero de variagdes nas condigbes. No caso deste estudo, a sua realizacdo realizou-se em 5 dias
distintos, com preparacdo diaria de curva de calibracao e controlos, assim como sangues brancos e
pipetas automaticas distintas. Para além destas variagoes realizadas de forma deliberada, existe todas
as variacbes nao-intencionais que estao intrinsecas ao método analitico a ser validado, como é o caso
das alteragoes associadas ao equipamento de LC-MS/MS (e.g. oscilagoes da pressao, da temperatura).

- A reprodutibilidade que se define como a dispersdo de resultados do método obtida com estudos
interlaboratoriais. Este nivel ndo pode ser estudado uma vez que envolve outros laboratorios.

De acordo com as normas a seguir neste trabalho, para estudar a precisao, é necessario a construcao
de 5 curvas de calibragao distintas, em 5 dias diferentes, de acordo com 5.3 [92]. Paralelamente a cada
curva, sdo preparadas 3 controlos (baixa, média e alta), em triplicado, e aplicado o procedimento de
ensaio descrito em 5.2. Segundo [93], existem duas abordagens para estudar a precisdo (repetibilidade
e precisao intermédia), sendo a utilizacdo da ferramenta da ANOVA (fator tnico) a mais adequada,
uma vez que a estimativa de repetibilidade obtida nesta abordagem ¢é baseada em dados adquiridos nao
apenas em uma Unica, mas em varias momentos e, portanto, é mais provavel que reflita o desempenho

de repetibilidade real do método.

5.4.6 Exatidao

Assim como a precisao, a exatiddo é também validada utilizando 3 controlos diferentes (baixo, médio e
alto), em 3 amostras distintas, realizando 5 injegoes separadas. Paralelamente é necessério a realizacao

de 5 curvas de calibragdo para ser possivel determinar o valor de concentragdo de cada substancia.
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5.4.7 Limiares analiticos

O LD de um método é definido como a concentragdo mais baixa de um analito numa amostra que
consegue ser detetada e ndo confundida com o sinal do ruido. Este valor pode ser estudado através
de intiimeras formas, nomeadamente [93]:

1) Assumindo o valor do calibrador mais baixo (diferente de zero) da curva de calibracao e testéd-lo
através dos critérios de confirmacao (descritos mais a frente);

2) Assumir um valor fixo e testa-lo através dos critérios de confirmagao;

3) Calcular o valor através do sinal do ruido;

4) Calcular o valor através dos pardmetros de uma curva de calibracao.

A abordagem escolhida foi a ultima, em que o valor do LD calculado, através de uma equacao
apresentada mais a frente no trabalho, vai depender da gama de trabalho escolhida para a curva de
calibracao.

Para tal, trés curvas de calibracio foram construidas, numa gama de trabalho o mais perto possivel
do limite de detegao esperado.

O LQ por definicdo é a concentracdo mais baixa de um analito a ser quantificado através de um
método analitico. Segundo [92], existem duas possibilidades de estudar este pardmetro: utilizar o
primeiro calibrador da curva de calibracdo como o LQ ou assumir um valor fixo e testa-lo através dos
critérios de confirmacéo.

Decidiu-se calcular, através de uma equacao apresentada mais a frente no trabalho, o valor de LQ
através da mesma curva de calibracao descrita acima e de seguida testar este valor demonstrando o
cumprimento de todos os critérios de identificacao, precisao e exatidao. De forma a testar o valor de LQ
calculado, preparou-se um controlo a uma concentracao proxima do valor obtido de cada substancia e
injetou-se em triplicado. Paralelamente, preparou-se uma curva de calibracdo semelhante a preparada
anteriormente para a determinacéo dos limites. As concentracgoes dos controlos estdo apresentadas na

tabela 5.7.

5.4.8 Diluicao

Apesar de serem menos frequentes as ocasioes em que existem amostras bioldgicas com valores de
concentragoes elevadas, estas também tém de ser analisadas. Uma vez que a gama de trabalho
escolhida para a validacdo deste método analitico tem um méximo de concentragao de 200, 500, 1000
e 2000 ng/mL, dependendo do AD, é necessério diluir as amostras que tém um valor de concentracao
superior a este. Com isto dito, a integridade da dilui¢do tem de ser estudada para perceber se afeta a
precisao e a exatiddo do método.

De acordo com [92], este estudo deve ser feito fortificando uma amostra de sangue branco com
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Tabela 5.7: Concentracdo dos controlos utilizados para testar o limite de quantificagao.

Substancia Concentragao Substancia Concentragao
(ng/mL) (ng/mL)

Amitriptilina 40 Mirtazapina 10
Bupropiona 10 Desmetilmirtazapina 10
Citalopram 40 Nortriptilina 40
Desmetilcitalopram 10 Paroxetina 40
Clomipramina 10 Reboxetina 40
Desmetilclomipramina 10 Sertralina 40
Dosulepina 10 Desmetilsertralina 10
Desmetildosulepina 10 Tianeptina 40
Duloxetina 40 Trazodona 100
Fluoxetina 40 m-CPP 10
Desmetilfluoxetina 40 Trimipramina 40
Fluvoxamina 40 Desmetiltrimipramina 40
Imipramina 40 Venlafaxina 40
Maprotilina 40 Desmetilvenlafaxina 40
Mianserina 10 Vortioxetina 10
Desmetilmianserina 10

uma concentracao elevada para que esta possa vir a ser diluida. Os fatores de diluicdo escolhidos
para serem estudados sdo de 1:5 e 1:10. Para tal, fortificou-se uma amostra de sangue branco com
100 pL de uma MP num total de 1 mL, a 5, 10 e 20 pg/mL para obter uma concentragao final de
500, 1000 e 2000 ng/mL, respetivamente (de todas as substancias a exce¢ao da desmetilmirtazapina e
m-CPP). Para o primeiro fator de dilui¢ao (1:5), retirou-se 100 uL. da mistura anterior para um tudo
eppendorf e acrescentou-se 400 uL de sangue branco e para o segundo fator de dilui¢ao (1:10), 100 pL
da mistura anterior foram adicionados 900 L. de sangue branco. De seguida, procedeu-se a realizagdo
do procedimento de ensaio descrito em 5.2. Cada solucdo foi realizada em 5 replicados independentes

e cada replicado foi injetado 3 vezes. A avaliacio fez-se estudando a precisdo e a exatidao.

5.4.9 Estabilidade

A estabilidade é um pardmetro importante a ser estudado uma vez que todos os passos de uma analise
podem néo ser realizados de forma continua. Com isto, é necessario avaliar quanto tempo as amostras
biolégicas extraidas podem ser mantidas sem ocorrer alteragbes irreversiveis e inaceitdveis [92].

Para tal, foram preparados dois controlos, um baixo e um alto, e as amostras foi aplicado o

procedimento de ensaio descrito em 5.2. De seguida, 4 aliquotas foram colocadas em 4 vials distintos,
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e diluidas com a solucdo da fase mével nas condi¢bes iniciais, de cada concentracio, e armazenados
nas condigoes a que costumam ser mantidas antes de uma andlise, ou seja, num suporte a temperatura
ambiente. A primeira aliquota foi analisada e corresponde a estabilidade no tempo 0 h, a segunda
analisada 24 h depois, a terceira analisada 72 h depois e por ultimo, ao final de 7 dias.

Outra andlise foi ainda feita, semelhante a anterior, diferenciando apenas as condigdes a que sdo
sujeitas as amostras antes da injecdo. Isto é, apds a extragdo, logo apds a centrifugagdo, o tubo
eppendorf foi armazenado no congelador, a -20 °C. A estabilidade foi estudada a 7 dias (168 h) e 1
més (730 h), ou seja, 7 dias e 1 més depois da extragdo o tubo eppendorf é retirado do congelador,
colocado no vial, diluido com a solugdo da fase mdvel nas condic¢bes iniciais e por fim analisado no

sistema de LC-MS/MS.
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Estudo do padrao de fragmentacao dos antidepressivos

Na tabela 5.5 estdo mencionadas as 2 transi¢bes ionicas escolhidas para o método analitico. Neste
capitulo estdo descritas as possiveis férmulas quimicas de cada um dos fragmentos correspondentes a
cada transicdo iénica. O modo MRM requer a obtencao de, pelo menos, duas transi¢ées idénicas por
analito para a sua correta identificacdo. A 1° transigdo idénica é sempre a mais intensa e é utilizada

para a quantificacdo enquanto que a 2° transicdo permite a confirmacao da substancia.
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6.2 Parametros da validacao

6.2.1 Estudo de interferéncias

Apés anédlise visual dos cromatogramas do ponto 1), pode-se afirmar que nao existe nenhuma inter-
feréncia causada pela matriz, uma vez que todo o sinal existente tem um valor insignificante. No
apéndice B estao apresentados todos os cromatogramas, no tempo de retencao respetivo, de todas as
substancias validadas, dos 4 pontos estudados.

A anédlise dos cromatogramas do estudo do ponto 2) demonstram a auséncia de interferentes no
tempo de retencao esperado dos ADs. Através da anélise dos cromatogramas do estudo do ponto
3) podemos, para além de confirmar que nao existe nenhuma interferéncia dos ADs no sinal do PI,
verificar que existe uma interferéncia entre duas substincias, a amitriptilina e a maprotilina, na se-
gunda transicao. Esta interferéncia faz com que exista um "ombro"nos picos correspondentes as duas
substancias, dificultando a confirmagdo numa matriz bioldgica.

A amostra de sangue branco fortificada com benzodiazepinas demonstra a auséncia de sinais in-

terferentes no tempo de retencéo dos ADs.

6.2.2 Supressao idnica

A equacgio que traduz o efeito matriz estd apresentada a seguir, equagao 6.1. O valor de A corresponde
a média da area dos picos do Lote 1 ou Lote 2 e o valor de B, & média da area dos picos do Lote 3 ou

Lote 4, dependendo da concentracao que se quer avaliar.

A
EM(%) = (B _ 1) -100 (6.1)
Através da equacdo acima descrita, calculou-se a percentagem do efeito matriz, resultados apresen-
tados na tabela 6.2.
Um valor do efeito matriz negativo corresponde a uma supressao iénica e um valor positivo a um
aumento de ionizacao.

Como é possivel observar pelos resultados do efeito matriz, nenhum apresenta efeito matriz. E

possivel ainda afirmar que no conjunto de ADs, o efeito matriz que se observa é de supressdo idnica.

6.2.3 Linearidade

6.2.3.1 Homogeneidade

A fim de perceber se existe homogeneidade das varidncias ao longe da gama de trabalho estudada,

observaram-se os graficos de residuos parciais. Através destes (figuras apresentadas no apéndice D.1)
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Tabela 6.2: Efeito matriz na gama alta e baixa de cada substancia

Efeito matriz (%) Efeito matriz (%)
Substancia Substancia

Alta Baixa Alta Baixa
Amitriptilina -6,35 -18,39 Mirtazapina -6,29 -20,99
Bupropiona -12,63 -20,11 Desmetilmirtazapina  -8,34 -22,21
Citalopram -7,37 -20,29 Nortriptilina -6,89 -14,75
Desmetilcitalopram -12,42 -20,55 Paroxetina -12,74 -19,17
Clomipramina -12,47 -20,51 Reboxetina -4,50 -15,75
Desmetilclomipramina -10,74 -15,03 Sertralina -10,64 -12,33
Dosulepina -10,13 -21,38 Desmetilsertralina -18,19 -19,53
Desmetildosulepina -12,33 -20,43 Tianeptina -5,97 -18,05
Duloxetina -10,15 -20,68 Trazodona -4,89 -23,79
Fluoxetina -11,08 -20,81 m-CPP -13,27 -24,15
Desmetilfluoxetina -12,28 -18,36 Trimipramina -5,15 -17,19
Fluvoxamina -8,81 -17,18 Desmetiltrimipramina -6,08 -15,60
Imipramina -5,76 -15,65 Venlafaxina -5,78 -17,57
Maprotilina -6,28 -16,27 Desmetilvenlafaxina -9,71 -24.03
Mianserina -10,60 -21,55 Vortioxetina -10,42 -10,11
Desmetilmianserina -7,56 -20,80

da concentragao.

equacao 6.3, pelo que se realizou ambos.

Cexp =

F exp

2
SmaX
n g1
2 im1 Si

99
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5,2

é possivel perceber que os valores nao estao distribuidos de forma aleatodria ao longo do eixo vertical.

Estes graficos demonstram que existe um aumento de varidncia diretamente proporcional ao aumento

De forma a comprovar a homogeneidade das variancias, foi realizado o teste de Cochran, no qual
o seu valor experimental (Cexp), calculado a partir da equagao 6.2, tem de ser inferior ao seu valor
critico tedrico (Cepit) (m=5, n=10 e nivel de confianga de 99 %). Como mencionado anteriormente, se
Cexp < Cerit, entao as variancias sao homogéneas e o modelo de regressao linear simples ¢ comprovado,
contudo se o contrario ocorrer, é necessario optar por um modelo de regressao linear ponderado. De

acordo com [95], a homogeneidade das varidncias pode ser também testada pelo teste de Fischer,



Na tabela 6.3 estao apresentados os resultados do teste de Cochran e do teste de Fischer de cada AD.
Pelo teste de Fischer, todas as varidncias sdo heterogéneas, a excecdo da bupropiona, clomipramina,
fluvoxamina, desmetilsertralina e tianeptina. Ja pelo teste de Cochran, quase todas sdo homogéneas,
a excecao de 10 substéncias, sendo estas, dosulepina, desmetildosulepina, fluvoxamina, mianserina,
nortriptilina, trazodona, venlafaxina e desmetilvenlafaxina. Uma vez que estes teste de Cochran é
somente um teste estatistico, existe heterocedasticidade em algumas substancias e nao se pretende
reduzir a gama de trabalho, considerou-se que haveria a necessidade de recorrer a um modelo linear

ponderado.

Tabela 6.3: Valores do teste de Fischer e de Cochran para um nivel de confianca de 99 %, para cada

AD

F"501(1,8) Xco,01(8,8)
Substancia 53.44 0,39

Valor do teste (Fischer) Valor do teste (Cochran)

Amitriptilina 369,55 0,32
Bupropiona 26,75 0,39
Citalopram 659,51 0,34
Desmetilcitalopram 73,51 0,30
Clomipramina 49,19 0,23
Desmetilclomipramina 235,03 0,33
Dosulepina 111,77 0.45
Desmetildosulepina 146,49 0,51
Duloxetina 71,77 0,36
Fluoxetina 2596,26 0,35
Desmetilfluoxetina 1664,64 0,30
Fluvoxamina 30,23 0,46
Imipramina 740,24 0,39
Maprotilina 108,74 0,34
Mianserina 84,71 0,53
Desmetilmianserina 90,77 0.25
Desmetilmirtazapina 749,34 0,32
Nortriptilina 203,09 0,40
Paroxetina 156,41 0,43
Reboxetina 373,09 0,28
Sertralina 207,27 0,39
Desmetilsertralina 38,22 0,33
Tianeptina 6,24 0.35

60



Tabela 6.3 continuacao da pagina anterior

Fu0,01(1,8) XCO,OI(S,S)

Substancia 53.44 0,39

Valor do teste (Fischer) Valor do teste (Cochran)

Trazodona 10097,80 0,40
m-CPP 3693,71 0,24
Trimipramina 96,57 0,46
Desmetiltrimipramina 109,87 0.38
Venlafaxina 211,46 0,43
Desmetilvenlafaxina, 1071,41 0,49
Vortioxetina 233,84 0,23

6.2.3.2 Fatores de ponderagao

De acordo com [95], os principais fatores de ponderacio a serem estudados sdo w= 1/x, 1/x2, 1/x/2,
1/y, 1/x? e 1/y'/2. Para se escolher o melhor, calculou-se o somatério dos residuos e o r2. O fator de
ponderacao escolhido é aquele que tiver simultaneamente o menor somatério dos residuos e o maior
2. Para ser possivel calcular a percentagem do somatério dos residuos, calculada através da equacio
6.6, e o r2, calculado através da equacio 6.7, é necessario o calculo da declive da reta (m) e o ordenada
na origem (b) a partir das equagdes 6.4 e 6.5, sendo w o fator de ponderacao a ser utilizado e x; e yj,

os resultados obtidos de cada ponto [95].

_— DoWi Y WiTY; — pL WiTi - Y, Wil
> wi - Zwiﬂci2 - (Z wiu’Ui)2

b— Swizi? - S wiyi — S wizi - Y wikiy;
S wi - > wizi? — (3 wizi)?

o S Wi P WiTY; — D Wil -+ Y Wiy (6.6)

dowi - Zwiﬂci2 - (\/Z wiIi)2 : \/Z wj - Zwi$i2 - (Z wiﬂfi)2

Cexp - Cte(’)rico

ER (%) = -100 (6.7)

Cte(’)rico

Os dados utilizados para o estudo dos fatores de ponderagao foram os da linearidade, isto é, foram
utilizados os dados das curvas de calibracdo que se construiram em quintuplicado. Os resultados
obtidos do somatério dos residuos e do 12 estdo apresentados no apéndice D.2. E necessério realizar-se
uma normalizacdo dos dados, uma vez que estes parametros sdo independentes entre si. Para isso

utilizou-se a equacao 6.8. O fator de ponderacéo escolhido, isto é, o que apresentou o menor valor da
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soma do valor normalizado do somatério dos residuos com o valor normalizado de 1-r? foi o 1/x para

todas as substancias.

szi'u (6.8)

6.2.3.3 Linearidade

Por fim, depois da homogeneidade e os fatores de ponderacdo estudados, avalia-se a linearidade. O
critério de avaliagao deste pardmetro, segundo [92], é a andlise dos graficos dos valores residuais. Como
ja referido anteriormente, através deste é possivel eliminar pontos aberrantes (outliers), quando o seu
desvio residual é superior ao dobro do erro padrao estimado no estudo da regressdao para as curvas
de calibracdo. Para além deste, também foi aplicado o critério do r? superior a 0,99 e a inclusdao do
valor zero na intersecg¢ao da curva com o eixo das ordenadas, tendo em consideragao um intervalo de
confianca de 95 %.

Na tabela 6.4 estao apresentadas as curvas de calibracdo com o corresponde valor do 12, o erro
padrao, o intervalo de intercecdo da ordenada na origem e o ntimero de pontos utilizados em cada

curva.
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Através dos resultados apresentados, percebe-se que todas as substiancias tém um valor de r?
superior a 0,99 e que o critério da inclusdo do valor zero na interseccdo da curva com o eixo das
ordenadas é cumprido. O niimero de calibradores utilizados varia entre as substancias uma vez que
algumas apresentaram pontos aberrantes. No caso da desmetiltrimipramina, 2 pontos da curva de
calibrag@o foram removidos devido ao critério da inclusdo do valor zero na intersec¢ao da curva com
o eixo das ordenadas nao ser cumprido.

Com isto, o estudo da linearidade permite concluir que o método é linear na gama de trabalho

estudada.

6.2.4 Arrastamento

Segundo [92], para que nao esteja presente o fenémeno de arrastamento, o sinal deste ndo pode exceder
10 % do sinal do calibrador mais baixo. Como tal ndo se observou, pode-se afirmar que nao existe

arrastamento significativo neste método analitico. Os resultados estao apresentados na tabela 6.5.

Tabela 6.5: Resultados do estudo do arrastamento.

Substancia Arrastamento (%) Substancia Arrastamento (%)
Amitriptilina 0,59 Mirtazapina 0,89
Bupropiona 1,76 Desmetilmirtazapina 1,44
Citalopram 0,68 Nortriptilina 0,34
Desmetilcitalopram 0,36 Paroxetina 1,18
Clomipramina 1,07 Reboxetina 1,02
Desmetilclomipramina 1,54 Sertralina 1,15
Dosulepina 1,21 Desmetilsertralina 9,93
Desmetildosulepina 1,32 Tianeptina 0,64
Duloxetina 1,54 Trazodona 1,46
Fluoxetina 4,52 m-CPP 0,12
Desmetilfluoxetina 0,99 Trimipramina 0,68
Fluvoxamina 1,36 Desmetiltrimipramina 0,36
Imipramina 0,90 Venlafaxina 0,90
Maprotilina 0,56 Desmetilvenlafaxina 0,32
Mianserina 1,33 Vortioxetina 1,27
Desmetilmianserina 1,06

Os valores das intensidades da amostra branca e do calibrador mais baixo estdo apresentados no

apéndice C.
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6.2.5 Precisao

O estudo da precisao foi realizado através da ferramenta ANOVA (fator tnico), de onde foram ad-
quiridas as médias quadraticas, necessarias para o calculo da estimativa da precisao intermédia (entre
grupos) e da repetibilidade (dentro de grupos), em valor de CV (%), de cada uma das trés gamas de

concentracao. Este valor foi calculado a partir das equagbes seguintes, 6.9 e 6.10.

M
CV(%)(dentro de grupos) = m (6.9)

\/MQeg+(n—1)-MQqg

CV (%) (entre grupos) = (6.10)

Médig total
em que,

MQqg é a média quadratica obtida através da ANOVA (fator tinico) da estimativa dentro de grupos
MQeg € a média quadratica obtida através da ANOVA (fator tnico) da estimativa entre grupos n o
numero total de réplicas por cada analise

Os resultados apresentam-se nas tabelas seguintes, 6.6 € 6.7, em que CT1 corresponde aos resul-
tados da gama de concentracio baixa, o CT2 da concentragdo média e o CT3 da concentracdo alta,
para ambos os casos. Para que a precisao intermédia e a repetibilidade seja validada, o valor de CV
(%) nao pode exceder os 20 % em cada gama de concentragdo. Como é possivel observar, apesar de
alguns valores se aproximarem muito do valor maximo, todos cumpriram o critério imposto, sendo

possivel a validacao deste parametro em todas as substancias.
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Tabela 6.6: Resultados da precisao intermédia

Substancia eV %) Substancia eV %)

CT1 CT2 CT3 CT1 CT2 CT3
Amitriptilina 16,2 17,7 11,1 Mirtazapina 13,6 15,8 16,8
Bupropiona 11,3 13,6 16,5 Desmetilmirtazapina 15,6 18,7 15,7
Citalopram 13,8 16,2 12,9 Nortriptilina 14,2 16,4 144
Desmetilcitalopram 14,9 16,8 14,4 Paroxetina 18,1 15,7 13,5
Clomipramina 12,8 19,3 12,4 Reboxetina 15,1 159 16,1
Desmetilclomipramina 12,5 19,3 12,4  Sertralina 14,3 14,8 19,2
Dosulepina 16,5 16,5 12,6 Desmetilsertralina 184 19,7 14,8
Desmetildosulepina 15,2 184 15,7 Tianeptina 15,1 154 134
Duloxetina 19,6 16,7 10,7 Trazodona 16,0 20,0 16,7
Fluoxetina 12,5 15,3 12,2 m-CPP 14,5 18,5 16,9
Desmetilfluoxetina 179 16,4 10,7 Trimipramina 13,9 15,8 15,6
Fluvoxamina 12,9 15,7 10,8 Desmetiltrimipramina 15,3 16,6 15,5
Imipramina 13,3 15,2 13,2 Venlafaxina 15,1 18,3 134
Maprotilina 14,9 16,0 8,1 Desmetilvenlafaxina 13,56 174 20,0
Mianserina 15,6 16,4 16,0 Vortioxetina 11,7 18,7 12,3

Desmetilmianserina 15,5 15,0 11,8
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Tabela 6.7: Resultados da repetibilidade

Substancia eV %) Substancia eV %)

CT1 CT2 CT3 CT1 CT2 CT3
Amitriptilina 14,7 13,3 9,8 Mirtazapina 114 13,3 12,5
Bupropiona 10,4 9,5 11,2 Desmetilmirtazapina 12,4 12,8 11,7
Citalopram 11,3 12,2 9,8 Nortriptilina 11,6 15,3 15,6
Desmetilcitalopram 13,0 13,0 10,5 Paroxetina 164 13,1 6,8
Clomipramina 9,6 11,7 5,0 Reboxetina 9,6 11,8 123
Desmetilclomipramina 11,7 5,0 5,0 Sertralina 104 11,9 10,2
Dosulepina 15,3 13,2 9,8 Desmetilsertralina 152 18,2 11,8
Desmetildosulepina 13,9 13,1 11,5 Tianeptina 11,8 9,9 11,8
Duloxetina 142 11,2 7,4 Trazodona 11,7 14,1 11,6
Fluoxetina 12,9 11,2 9,0 m-CPP 13,1 144 114
Desmetilfluoxetina 17,8 12,5 7,8 Trimipramina 10,8 12,7 12,7
Fluvoxamina 10,0 12,2 8,1 Desmetiltrimipramina 11,0 11,7 10,5
Imipramina 10,0 11,9 9,8 Venlafaxina 11,1 13,0 10,5
Maprotilina 10,9 114 4,3 Desmetilvenlafaxina 10,1 13,2 13,3
Mianserina 13,9 12,5 11,8 Vortioxetina 92 12,9 7,6
Desmetilmianserina 11,6 11,9 9,5

6.2.6 Exatidao

A exatidéo é calculada a partir da equacao 6.11, em que a média de cada concentracao inclui os valores

das 3 réplicas e das 5 injegoes realizadas de cada substancia.

(6.11)

Exatidio (%) = (Média da concentracdoy calculada - Concentracao exata > 100

Concentragao exata

Na tabela 6.8 encontram-se os resultados obtidos, em que CT1 corresponde & concentragdo baixa,
CT2 a concentragao média e CT3 a concentragdo alta. Assim como na precisdo intermédia, para este
parametro ser validado, o valor da exatidao em percentagem, tem de ser menor que 20 %. Através

dos resultados, pode-se afirmar que o método é exato.
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Tabela 6.8: Resultados da exatidao

Substancia Exatidao (%) Substancia Exatidao (%)
CT1 CT2 CT3 CT1 CT2 CT3

Amitriptilina -3,8 2,6 6,2 Mirtazapina 13,6 15,8 16,8
Bupropiona -0,4 13,6 16,5 Desmetilmirtazapina 15,6 18,7 15,7
Citalopram 13,8 16,2 12,9 Nortriptilina 14,2 16,4 144
Desmetilcitalopram 14,9 16,8 14,4 Paroxetina 18,1 15,7 13,5
Clomipramina 12,8 19,3 12,4 Reboxetina 15,1 159 16,1
Desmetilclomipramina 12,5 19,3 12,4  Sertralina 14,3 14,8 19,2
Dosulepina 16,5 16,5 12,6 Desmetilsertralina 184 19,7 14,8
Desmetildosulepina 15,2 184 15,7 Tianeptina 15,1 154 134
Duloxetina 19,6 16,7 10,7 Trazodona 16,0 20,0 16,7
Fluoxetina 12,5 15,3 12,2 m-CPP 14,5 18,5 16,9
Desmetilfluoxetina 179 16,4 10,7 Trimipramina 13,9 15,8 15,6
Fluvoxamina 12,9 15,7 10,8 Desmetiltrimipramina 15,3 16,6 15,5
Imipramina 13,3 15,2 13,2 Venlafaxina 15,1 18,3 134
Maprotilina 14,9 16,0 8,1 Desmetilvenlafaxina 13,56 174 20,0
Mianserina 15,6 16,4 16,0 Vortioxetina 11,7 18,7 12,3

Desmetilmianserina 15,5 15,0 11,8

6.2.7 Limiares analiticos

Através das equacoes abaixo, equacao 6.12 e equacdo 6.13, calculou-se os valores de LD e LQ, respe-

tivamente.

3.3 5,/

LD = % (6.12)
10 5,

LQ = bsy/ (6.13)

Na tabela seguinte, tabela 6.9 estao os valores da média dos desvios padrao e das médias do declive

das trés curvas de calibragdo construidas, com um fator de ponderagdo 1/x e os valores de LD e LQ.

Tabela 6.9: Resumo dos resultados obtidos no estudo dos limites de detegao e quantificacao.

Substancia Sy /x b LD LQ
Amitriptilina 0,01735 0,004981 11,49 34,82
Bupropiona 0,00230 0,00207 3,66 11,10
Citalopram 0,01890 0,00512 12,18 36,92
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Tabela6.9 continuagdo da pagina anterior

Substancia Sy /x b LD LQ
Desmetilcitalopram 0,02084 0,02151 3,20 9,69
Clomipramina 0,00321 0,00326 3,26 9,87
Desmetilclomipramina  0,00242 0,00188 4,26 12,92
Dosulepina 0,00365 0,00317 3,80 11,52
Desmetildosulepina 0,00234 0,00223 3,45 10,46
Duloxetina 0,00396 0,00111 11,76 35,63
Fluoxetina 0,00495 0,00109 15,03 45,55
Desmetilfluoxetina 0,00270  0,00065 13,81 41,84
Fluvoxamina 0,00637 0,00112 18,72 56,72
Imipramina 0,02473 0,00801 10,18 30,86
Maprotilina 0,02230 0,00745 9,88 29,95
Mianserina 0,00444 0,00375 3,90 11,83
Desmetilmianserina 0,00441 0,00522 2,78 8,43
Mirtazapina 0,007911 0,011520 2,27 6,87
Desmetilmirtazapina 0,01097 0,01358 2,67 8,08
Nortriptilina 0,02973  0,00609 16,11 48,81
Paroxetina 0,00605 0,00129 15,563 47,07
Reboxetina 0,02715 0,00834 10,74 32,55
Sertralina 0,00745 0,00181 13,57 41,12
Desmetilsertralina, 0,00018 0,00021 2,89 8,76
Tianeptina 0,03534 0,00785 14,85 45,02
Trazodona 0,06853 0,00563 40,14 121,65
m-CPP 0,00291 0,00332 2,89 8,76
Trimipramina 0,02587 0,00848 10,07 30,52
Desmetiltrimipramina  0,03009 0,00715 13,88 42,07
Venlafaxina 0,01421 0,00348 13,48 40,85
Desmetilvenlafaxina 0,00694 0,00165 13,89 42,10
Vortioxetina 0,00716 0,00934 2,53 7,66

6.2.7.1 Teste ao LQ

Os valores da precisao e da exatidao foram calculados a partir da equagao 6.14 e 6.11, respetivamente,
e os resultados do teste ao LQ para todos os ADs sao inferiores a 20 %, tabela 6.10, a excecdo
da desmetilsertralina. Esta substancia tem um valor de exatiddo adequado mas um valor de CV

ligeiramente superior a 20 %.
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Desvio padrao

= 1
Cvi Média 00

Tabela 6.10: Resultados no teste do limite de quantificagio.

CV Exatidao

CV Exatidao

Substancia Substancia

(%) (%) (%) (%)
Amitriptilina 2,50 9.75 Mirtazapina 3,64 10,00
Bupropiona 6,80 18,00 Desmetilmirtazapina 2,53 14,00
Citalopram 4,76 13,25 Nortriptilina 2,82 10,00
Desmetilcitalopram 2,98 8,00 Paroxetina 5,88 6,75
Clomipramina 5,35 4,00 Reboxetina 2,73 6,00
Desmetilclomipramina 0,60 -3,00 Sertralina 5,17 14,25
Dosulepina 10,97 -4,00 Desmetilsertralina 22,70 12,00
Desmetildosulepina 4,44 11,00 Tianeptina 4,59 7,00
Duloxetina 4,01 -2,50 Trazodona 3,68 1,90
Fluoxetina 5,34 16,25 Tm-CPP 4,92 12,00
Desmetilfluoxetina 17,30 12,75 Trimipramina 4,81 10,25
Fluvoxamina 5,97 -0,75 Desmetiltrimipramina 4,49 9,25
Imipramina 6,87 14,00 Venlafaxina 4,57 14,75
Maprotilina 2,54 3,50 Desmetilvenlafaxina 2,98 9,50
Mianserina 4,68 19,00 Vortioxetina, 4,77 -1,00
Desmetilmianserina 3,34 5,00

(6.14)

Foram ainda verificados os critérios de identificacdo para o LQ), isto é, o tempo de retencao relativo

(TRR) e as relagoes iénicas das transigoes estudadas. Das trés réplicas realizadas, a tltima foi utilizada

como controlo positivo.

Critério do Tempo de Retengao Relativo

O primeiro critério, critério do tempo de retengao relativo, consiste na diferenga relativa entre o

TRR de uma dada substincia na amostra e no controlo, réplica C, ser inferior a 1 %, calculada a

partir da equagao 6.15 e da equacao 6.16.

TRAnalito

TRR =

TRRAnahto - TRRControlo
TRRControlo

ATRR =

71

(6.15)

(6.16)



Para que esta condicdo seja cumprida, é necessario o calculo do TRR de todas as substancias e o
calculo do ATRR percentual, para que seja possivel perceber se a sua diferenca relativa é inferior a 1

%. Os resultados estao apresentados nas tabelas seguintes, tabela 6.11 e 6.12.

Tabela 6.11: Tempo de retencédo relativo dos AD nas misturas de sangue.

Substancia A B C Substancia A B C
Amitriptilina 0,938 0,939 0,938 Mirtazapina 0,644 0,646 0,646
Bupropiona 0,720 0,720 0,720 Desmetilmirtazapina 0,649 0,650 0,649
Citalopram 0,796 0,796 0,795 Nortriptilina 0,948 0,949 0,948
Desmetilcitalopram 0,802 0,801 0,801 Paroxetina 0,888 0,888 0,890
Clomipramina 1,000 1,000 1,001 Reboxetina 0,869 0,869 0,868
Desmetilclomipramina 1,010 1,010 1,010 Sertralina 0,984 0,985 0,984
Dosulepina 0,879 0,881 0,879 Desmetilsertralina 1,004 0,997 0,999
Desmetildosulepina 0,890 0,890 0,888 Tianeptina 0,833 0,833 0,832
Duloxetina 0,921 0,923 0,921 Trazodona 0,720 0,720 0,720
Fluoxetina 0,949 0,949 0,948 m-CPP 0,624 0,624 0,624
Desmetilfluoxetina 0,951 0,951 0,951 Trimipramina 0,946 0,946 0,946
Fluvoxamina 0,940 0,942 0,942 Desmetiltrimipramina 0,915 0,917 0,915
Imipramina 0,917 0,917 0,917 Venlafaxina 0,766 0,765 0,765
Maprotilina 0,923 0,923 0,923 Desmetilvenlafaxina 0,598 0,600 0,598
Mianserina 0,810 0,808 0,807 Vortioxetina 1,024 1,024 1,024

Desmetilmianserina 0,826 0,824 0,824
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Tabela 6.12: Diferenca relativa dos TRR entre os ADs e o controlo nas misturas de sangue, em

percentagem.

Substancia A (%) B (%) C (%) Substancia A (%) B (%) C (%)
Amitriptilina 0,00 0,16 0,00  Mirtazapina -0,23 0,00 0,00
Bupropiona 0,00 0,00 0,00 Desmetilmirtazapina 0,00 0,23 0,00
Citalopram 0,19 0,19 0,00  Nortriptilina 0,00 0,16 0,00
Desmetilcitalopram 0,19 0,00 0,00 Paroxetina -0,17  -0,17 0,00
Clomipramina -0,15 -0,15 0,00 Reboxetina 0,17 0,17 0,00
Desmetilclomipramina 0,00 0,00 0,00 Sertralina 0,00 0,15 0,00
Dosulepina 0,00 0,17 0,00 Desmetilsertralina 0,60 -0,15 0,00
Desmetildosulepina 0,17 0,17 0,00 Tianeptina 0,18 0,18 0,00
Duloxetina 0,00 0,16 0,00 Trazodona 0,00 0,00 0,00
Fluoxetina 0,16 0,16 0,00 m-CPP 0,00 0,00 0,00
Desmetilfluoxetina 0,00 0,00 0,00 Trimipramina 0,00 0,00 0,00
Fluvoxamina -0,16 0,00 0,00 Desmetiltrimipramina 0,00 0,16 0,00
Imipramina 0,00 0,00 0,00  Venlafaxina 0,19 0,00 0,00
Maprotilina 0,00 0,00 0,00 Desmetilvenlafaxina 0,00 0,25 0,00
Mianserina 0,37 0,18 0,00 Vortioxetina 0,00 0,00 0,00
Desmetilmianserina 0,18 0,00 0,00

Pelos resultados apresentados, percebe-se que nenhuma substancia em nenhuma das misturas de
sangue apresentam um valor superior a 1 %, podendo afirmar que o critério do tempo de retencao

relativo é cumprido.

Critério das Relagoes Ionicas das Transigoes

O segundo critério envolve uma outra condi¢do: as areas relativas de cada substancia tém de se
encontrar no intervalo de tolerancia dada pela tabela 6.13 [96]. Nesta tabela, o primeiro e o terceiro
valor correspondem a valores absolutos e os restantes a valores relativos. Para estudar esta condicao,
é necessario primeiramente que a tolerancia minima e maxima seja calculada através de um controlo,
réplica B. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 6.14 e 6.15. As areas relativas de todas as
substancias estao dentro do intervalo imposto, a excecdo da desmetilsertralina em uma das réplicas,

tabela 6.15.
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Tabela 6.13: Tolerdncia maxima para as areas relativas das transi¢oes idnicas.

Areas relativas (% do pico base) | Tolerancia
>50% +10
25% - 50% + 20%
5% - 25% +5
<5% + 50%

Tabela 6.14: Area relativa do controlo, em percentagem, das respetivas substancias e a tolerdncia

minima e maxima correspondente.

; Tolerancia
Substancia Area relativa
Minima (%) Maéxima (%)
Amitriptilina 63,17 53,17 73,17
Bupropiona 82,23 72,23 92,23
Citalopram 74,18 64,18 84,18
Desmetilcitalopram 94,33 84,33 104,33
Clomipramina 84,35 74,35 94,35
Desmetilclomipramina 43,43 34,74 52,12
Dosulepina 96,23 86,23 106,23
Desmetildosulepina 81,35 71,35 91,35
Duloxetina 51,58 41,58 61,58
Fluoxetina 57,15 47,15 67,15
Desmetilfluoxetina 12,84 7,84 17,84
Fluvoxamina 76,47 66,47 86,47
Imipramina 46,19 36,95 55,43
Maprotilina 65,26 55,26 75,26
Mianserina 22,52 17,52 27,52
Desmetilmianserina 23,47 18,47 28,47
Mirtazapina 23,89 18,89 28,89
Desmetilmirtazapina 22,46 17,46 27,46
Nortriptilina 37,44 29,95 44,92
Paroxetina 34,6 27,71 41,57
Reboxetina 23,19 18,55 27,83
Sertralina 12,87 7,87 17,87
Desmetilsertralina 62,99 52,99 72,99
Tianeptina 17,32 12,32 22,32
Trazodona 90,34 80,34 100,34
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m-CPP 86,08 76,08 96,08

Trimipramina 45,85 36,68 55,02
Desmetiltrimipramina 11,98 6,98 16,98
Venlafaxina 96,17 86,17 106,17
Desmetilvenlafaxina, 55,71 45,71 65,71
Vortioxetina 34,67 27,74 41,61

Tabela 6.15: Areas relativas das transigoes i6nicas, em percentagem, das respetivas substancias.

Substancia Area relativa, % Substancia Area relativa, %
A B C A B C

Amitriptilina 73,06 63,17 63,98 Mirtazapina 24,29 23,89 24,03
Bupropiona 77,70 82,23 86,08 Desmetilmirtazapina 24,95 22,46 24,95
Citalopram 72,02 74,18 78,10 Nortriptilina 37,54 37,44 36,84
Desmetilcitalopram 98,63 94,33 92,34 Paroxetina 31,44 34,64 33,84
Clomipramina 74,95 84,35 93,78 Reboxetina 26,91 23,19 2547
Desmetilclomipramina 42,26 43,43 49,38  Sertralina 9,28 12,87 8,94
Dosulepina 105,84 96,23 100,34 Desmetilsertralina 83,92 62,99 70,03
Desmetildosulepina 80,89 81,35 72,49 Tianeptina 17,50 17,32 16,22
Duloxetina 52,83 51,58 61,29 Trazodona 84,76 90,34 90,30
Fluoxetina 52,00 57,15 52,27 m-CPP 85,10 86,08 80,42
Desmetilfluoxetina 17,61 12,60 13,00 Trimipramina 50,95 45,85 44,85
Fluvoxamina 74,32 76,47 83,55 Desmetiltrimipramina 8,68 11,98 11,17
Imipramina 49,00 46,19 48,35 Venlafaxina 102,77 96,17 93,74
Maprotilina 71,86 65,26 73,80 Desmetilvenlafaxina 57,09 55,71 55,32
Mianserina 24,58 22,52 23,51 Vortioxetina 38,92 34,67 40,79

Desmetilmianserina 26,78 23,47 26,60

Os resultados deste teste demonstram o cumprimento dos dois critérios permitindo aceitar os
limites de quantificagdo testados. A desmetilsertralina falhou em apenas uma das réplicas contudo
este valor foi aceite, demonstrando a importancia da execucado de replicados neste tipo de estudos.

Comparando os valores terapéuticos mencionados na tabela 1.3 e os LD e LQ calculados, pode-se

afirmar que o valor minimo do intervalo da concentracao terapéutica esta acima do valor calculado de

LD e LQ.
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6.2.8 Diluicao

O tratamento de dados da integridade da diluicdo foi muito semelhante ao do teste do LQ, isto é, a
validagao consiste em calcular a precisao, através da equacgao 6.14 e a exatidao, através da equagao
6.11, associada a cada fator de diluicdo de cada substéncia.

Para o célculo da exatidao, o valor da concentracdo exata corresponde ao valor da concentracao

calculada da amostra injetada sem diluicdo. Os resultados estdo apresentados na tabela 6.16.

Tabela 6.16: Resultados do estudo da integridade da diluigao.

1:5 1:10
Substancia
CV (%) Exatidao (%) CV (%) Exatidao (%)

Amitriptilina 8,91 8,29 17,95 -11,27
Bupropiona 9,72 11,16 15,97 4,20

Citalopram 5,97 0,11 15,10 19,85
Desmetilcitalopram 3,46 -2,02 11,87 -9,13
Clomipramina 3,93 1,31 14,06 -12,09
Desmetilclomipramina 7,19 -11,39 13,99 -23,12
Dosulepina 6,68 4,02 19,65 -11,72
Desmetildosulepina 8,75 -11,25 15,95 -24,81
Duloxetina 4,35 -15,44 12,38 -16,96
Fluoxetina 5,57 -11,87 10,49 -20,28
Desmetilfluoxetina 8,08 -11,63 14,77 -21,64
Fluvoxamina 6,01 -15,02 13,08 -28.43
Imipramina 5,09 -5,44 7,00 -16,29
Maprotilina 4,85 -7,23 9,81 -14,93
Mianserina 5,29 12,38 14,47 -1,57
Desmetilmianserina 7,48 -4,41 16,05 -10,89
Mirtazapina 12,33 6,65 21,82 -17,80
Nortriptilina 5,04 -8,56 7,87 -19,26
Paroxetina 7,83 -12,59 991 -17,99
Reboxetina 3,33 -13,62 8,45 -19,07
Sertralina 5,04 -19,30 17,06 -26,39
Tianeptina 12,68 19,22 22,84 29,39
Trazodona 7,71 -17,42 9,57 -24.77
m-CPP 6,10 0,33 11,69 -16,75
Trimipramina 4,38 -7,75 8,10 -19,69
Desmetiltrimipramina 5,65 -6,56 8,73 -9,28
Venlafaxina 4,19 -12,51 11,54 -23,47
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Tabela 6.16 continuacao da pagina anterior

1:5 1:10
Substancia
CvV Exatidao CvV Exatidao
Desmetilvenlafaxina, 7,60 17,25 11,16 -20,62
Vortioxetina 7,03 -6,67 16,27 -23,32

Pelos resultados apresentados percebe-se que tanto a precisdo como a exatidao na diluicao de 1:5
(v/v) sao inferiores a 20 %, pelo que se pode concluir que, caso seja necessério, é possivel diluir as
amostras até 5 vezes. Relativamente a diluicdo de 1:10 (v/v), alguns valores ultrapassam o valor
permitido, pelo que nao se recomenda diluir 10 vezes uma amostra de sangue pois poderd influenciar
nos resultados obtidos. Seria proveitoso avaliar o estudo da integridade da dilui¢do utilizando dgua na
diluicdo, de forma a tentar validar este pardametro para fatores de diluicido superiores, como descrevem

alguns autores [84].

6.2.9 Estabilidade

A andlise da estabilidade vai ser realizada calculando a razao da area do pico da substancia e do PI para
cada controlo e comparada aquela observada no tempo zero. Uma substancia é considerada estavel se
nao se observar um aumento ou diminui¢do da razao da area do pico correspondente, equivalente a

+20 % da 4rea do pico da substincia no tempo zero, ou seja, injetada logo apds a sua extragao.

6.2.9.1 Estabilidade a temperatura ambiente

Inicialmente calculou-se o intervalo de valores, para cada controlo, equivalente a £20 % do valor da
area do pico de cada substancia no tempo zero. Através dos graficos apresentados no apéndice E, é
possivel perceber se as razoes calculadas para cada AD, correspondentes a 24 h, 72 h e 7 dias estao
ou nao dentro deste intervalo e posteriormente, consideradas estaveis ou nao.

Tendo em conta a razdo da drea e o intervalo de cada AD, é possivel afirmar que 3 substancias
perdem a estabilidade apds 24 h (fluvoxamina, desmetilsertralina e trazodona) e 2 substancias (des-
metilclomipramina e nortriptilina) apés 72 h, dado que o valor da razdo da area ultrapassa o valor
minimo ou maximo correspondente. Observando os resultados, percebe-se que, apesar de 4 substancias
apresentarem instabilidade apenas no controlo baixo, a nortriptilina mostra-se estavel s6 até as 72 h
em ambos os controlos. Este resultado estd de acordo com os resultados dos métodos publicados em
[89] e [97], que inclui muitos dos ADs validados neste trabalho, em que as substancias sao estaveis por

um periodo de, pelo menos, 24 h.
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6.2.9.2 Estabilidade ap6s um processo de congelagao

A construgao dos graficos para a andlise da estabilidade apds um processo de congelagao foi semelhante
a descrita anteriormente e os graficos estdo apresentados no apéndice E. Observando os resultados,

possivel verificar que todos os ADs que se demonstraram instiveis a temperatura ambiente, tive-

[©N

ram o mesmo resultado ap6s um processo de congelagdo. Para além destes, a desmetilfluoxetina, a
desmetilmirtazapina e a venlafaxina também demonstraram instabilidade.

Apesar disto, os valores obtidos destas trés substancias no estudo da estabilidade a temperatura
ambiente estavam bastante perto do limite do intervalo minimo ou méaximo. Mais uma vez, este
resultado é mais notério no controlo baixo, apesar da desmetilclomipramina e a nortriptilina também

apresentar-se estavel apenas até as 168 h em ambos os controlos.
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CAPITULO 7

APLICACAO DO METODO A CASOS
FORENSES

Apés a validacao do método ter sido realizada, aplicou-se o mesmo a amostras de sangue post-mortem
de casos forenses com o objetivo de demonstrar a utilidade deste no SQTF-C, do INMLCF, I.P.. Para
tal, foram reunidos os resultados das concentragoes da confirmacao e da quantificacdo dos ADs valida-
dos de sangues post-mortem recolhidos entre janeiro e junho de 2023. As amostras analisadas foram
recolhidas tanto nas autdpsias médico-legais efetuadas no Servigo de Patologia Forense da Delegacao
do Centro do INMLCEF, I.P. como nos Gabinetes Médico-Legais que atuam na sua dependéncia.

Na tabela 7.1 estdo resumidas as concentragoes sanguineas minimas e maximas dos ADs e a sua
média.

Tabela 7.1: Concentragoes sanguineas de ADs nos casos reais analisados.

Casos [minima] [méxima] [média]

Substancia
(n) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Amitriptilina 12 70 605 254
Bupropiona 5 62 4174 95

Citalopram 30 10 867 235
Desmetilcitalopram 28 9 570 61

Clomipramina 7 31 1197 290
Desmetilclomipramina 4 130 343 241
Dosulepina 1 281 281 281
Desmetildosulepina 1 172 172 172
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Tabela 7.1 continuacao da pagina anterior

Casos [minima] [méxima] [média]

Substancia
(n) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Duloxetina 3 40 67 47
Fluoxetina 13 10 2101 229
Desmetilfluoxetina 16 125 1413 425
Fluvoxamina 6 233 2075 1168
Maprotilina 1 4381 4381 4381
Mianserina 1 43 43 43
Desmetilmianserina 4 7 637 298
Mirtazapina 46 10 479 123
Desmetilmirtazapina 42 10 136 50
Nortriptilina 11 29 166 82
Paroxetina 12 27 981 145
Sertralina 39 15 711 145
Desmetilsertralina 41 49 1900 316
Trazodona 41 24 2553 343
m-CPP 28 3 305 21
Venlafaxina 15 161 5719 480
Desmetilvenlafaxina 13 226 1385 698
Vortioxetina 2 20 106 63

80



CAPITULO 8

CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Este trabalho permitiu desenvolver um método analitico para determinar e quantificar 20 ADs (ami-
triptilina, bupropiona, citalopram, clomipramina, dosulepina, duloxetina, fluoxetina, fluvoxamina,
imipramina, maprotilina, mianserina, mirtazapina, paroxetina, reboxetina, sertralina, tianeptina, tra-
zodona, trimipramina, venlafaxina e vortioxetina) e 11 dos seus metabolitos (nortriptilina, desmetilci-
talopram, desmetilclomipramina, desmetildosulepina, desmetilfluoxetina, desmetilmianserina, desme-
tilmirtazapina, desmetilsertralina, m-CPP, desmetiltrimipramina e desmetilvenlafaxina) em amostras
de sangue.

Uma vez que existem intimeros ADs em comercializagdo que ndo foram validados neste trabalho
por falta de padrdes primarios, sugere-se também a aquisicao destes por parte do SQTF-C, para que
possam ser futuramente validados utilizando o método descrito neste trabalho e integrados na rotina
do laboratoério do SQTF-C do INMLCEF, L.P..

O procedimento de ensaio apresentado e validado incluiu como técnica de extragdo a PP e a sua
andlise pela técnica LC-MS/MS, com ionizagao por ESI e um analisador de massa triplo quadrupolo.
A técnica de LC-MS/MS utilizada demonstrou ser uma técnica bastante sensivel e de grande utilidade,
uma vez que conseguiu detetar concentracées muito baixas dos ADs estudados.

A validagido deste método seguiu as orientagées da Standard Practices for Method Validation in
Forensic Toxicology da American Academy of Forensic Science (AAFS) Standards Board (ASB) que
inclui os seguintes pardmetros: linearidade, exatidao, precisdo, LD, LQ, integridade da dilui¢ao, su-
pressao idnica, estudos de interferéncia, estabilidade e arrastamento. Apés o estudo de todos estes
parametros, é possivel afirmar que o método se demonstrou rapido e linear numa gama de concen-

tragdes que varia de acordo com a substancia. Os resultados dos limites de detegdo e quantificagdo

81



de todas as substancias sdo adequados tendo em conta, novamente, os valores terapéuticos e toxicos
de cada substancia. Nao foi detetado nenhum arrastamento nem nenhuma interferéncia, com excecao
da maprotilina e nortriptilina que interferem entre si, em particular na segunda transi¢do i6nica. O
método revelou também ser exato e preciso, uma vez que os valores de CV e de exatidao foram inferi-
ores a 20 % e também sem nenhuma evidéncia de efeito matriz. O estudo da integridade de diluicao
permitiu concluir que, caso seja necessario, é possivel diluir as amostras bioldgicas até 5 vezes, sem
que este fator tenha impacto nos resultados obtidos. Por fim, o estudo da estabilidade, revelou que
todas as substancias sdo estaveis numa temperatura ambiente até as 24 h e até 1 semana, apds um
processo de congelagio.

Tendo sido cumprido todos os parametros de validacdo propostos, este foi aplicado a amostras de
sangue post-mortem de casos forenses. O método demonstrou ser adequado para detetar e quantificar,
caso necessario, estes ADs em amostras de sangue e pode, deste modo, ser integrado na rotina do

laboratorio do SQTF-C do INMLCF, L.P..
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APENDICE A

CONTROLO ALTO
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Cromatogramas com as transigoes i6nicas dos ADs estudados num controlo alto.
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Time, min Time, min Time, min Time, min
Mirtazapina 1 Mirtazapina 2 Mirtazapina(N-Desmetil-) 1 Mirtazapina(N-Desmetil-) 2
266.1/195.0 266.1/72.0 252.1/195.0 252.1/209.1
4 117e6 9.373e5 2.180e6 4911e5
deb - 4ek - 2eb o 266 A
g ¢ 477 B
> > >
26 H 2¢6 B Te6 B 166
H %260 H _E 4280
o 40 42T 44 46 00 40 4.2:"" 43 45 o 0 2 a4 00 T a2 Tar oo
Time, min Time, min Time, min Time, min
Nortriptilina 1 Nortriptilina 2 Paroxetina 1 Paroxetina 2
264.1/233.1 264.1/91.0 3304/1923 3304/702
3.791e6 1.575e6 7.362e5 2.276e5
n 1 i w n N
0 b 5 s X T s .
26 £ 2e6 631 2 g "
1e6 i E 168 1 E é 6018
®0 062 ¥4 66 ST ez Fe: 6o e T 0 s s Teo sz
Time, min Time, min Time, min Time, min
Reboxetina 1 Reboxetina 2 Sertralina 1 Sertralina 2
314.1/176.1 314.1/909 306.0/1589 306.0/275.1
3.952e6 1.007e6 1.166e6 1.606e5
3 g 0 - L
%6 E 26 = § 5065 E 5065 1
£ I - i £ 501
0e0 = Oed o = 0.0e0 AN = 0060 oty
56 s 60 62 56 d3 60 62 62 64 ®6 68 70 62 64 %6 68 7.0
Time, min Time, min Time, min Time, min
Sertralina(Desmetil-) 1 Sertralina(Desmetil-) 2 Tianeptina 1 Tianeptina 2
2919/158.9 2919/1292 437.0/292.0 437.0/2281
6.507e4 8.804e3 5.005e6 7.951e5
54 i Sed 1 5 466 8 46
£ £ 266 2 266
o 2 .‘-,.;-‘.‘." £ | 7Y
e 53 65 60 70 o0 64 66 TG8 70 R 60 B N
Time, min Time. min Time, min
Trazodona 1 Trazodona 2 Trazodona-M (m-CPP) 1 Trazodona-M (m-CPP) 2
3722/176.3 372.2/1482 197.1/118.1 197.1/119.0
7.253e6 5.835e6 4 878eb 3.771eb
e . 41
o 4l 2 4e5 3 a
B u 25 ] 265
£ : £ %
s & o 52 RV S R M s W e %2 w
Time, min Time, min Time, min Time, min
Trimipramina 1 Trmipramina 2 Trimipramina(Desmetil-) A 1 Trimipramina(Desmetil-) A 2
295.1/100.1 295.1/58.1 281.1/86.1 281.1/208.1
5.337e6 2.468e6 4.629e6 4531e5
de6 g R \ g b KA \
2 6351 > 3
266 z 266 2 26 z 26 f
\ £ g 5 3 s
T 5z e we ey ez Tes s by 66 0 62 [.7] 66
Time, min Time, min Time, min

96




Intensily, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 1

278.1/260.2
2.674e6
266 113
1e6
(%)

48 5.0 52 54
Time, min

Vortioxetina 1

299.0/150.0
2.703e6
266
Teb
(=]

70 72

Time, min

Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 2 Venlafaxina{O-Desmetil-) 1 Venlafaxina(Q-Desmetil-) 2
2781/580 264.1/58.1 264.1/107.1
2.383e6 1.242e6 7.159e5
M y
B 106 B 106 L
PR T 38 4F 42 4% 000 38 4F 42 44
Time, min Time. min Time, min
Vortioxetina 2 Clomipramina-D3 1 Clomipramina-D3 2
299.0/109.0 318.1/89.0 318.1/61.0
8.925e5 335000 2.078e5
. 35 8 3e5
P 3w &
_ R § - .
BN B 0= == 57 ¥ 65 70

Time, min

97

64 66T 68 70
Time, min

Time. min



APENDICE B

ESTUDO DAS INTERFERENCIAS

98



Cromatogramas com as transigoes idénicas dos ADs para o ponto 1) no estudo das interferéncias.

Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Amitriptilina 1 Amitriptilina 2 Bupropiom 1
278.1/233.3 278.1/91.2 240.1/184.0
6.055e3 (<2 points ng/mL) 3.654e3 (<2 points ng/mL) 3.281e3 (<2 points ng/mL)
2 ® 0 4735
5000 b2 g 5000 &
¢ 60 627 64 66 E— ) Vsz' 64 66 0 4445 & \so s;z
Time, min Time, min Time, min
Citalopram 1 Citalopram 2 Citalopram(Desmetil-) 1
325.1/109.0 325.1/262.1 311.0/ 199.0
7.619e3 (<2 points ng/mL) 5.266e3 (<2 points ng/mL) 3.737e3 (<2 points ng/mL)
¢ 50 sz ¥4 5; s e 5 2 54 56 ¢ 52 %% 56 75»8-
Time, min Time, min Time, min
Clomipramina 1 Clomipramina 2 Clomipramina(Desmetil-) 1
315.1/86.1 315.1/58.0 301.0/72.2
3.183e3 (<2 points ng/mL) 7.157e3 (<2 points ng/mL) 3.318e3 (<2 points ng/mL)
2 e g
5 s s
o 64 : 166' 63 70 ) o7 66T 63 - 7\07 . O s Tes 70
Time, min Time, min Time, min
Dosulepina 1 Dosulepina 2 Dosulepina(Desmetil-) 1
296.1/218.1 296.1/223.0 282.0/225.0
6.108e3 (<2 points ng/mL) 9.574e3 (<2 points ng/mL) 3.853e3 (<2 points ng/mL)
i 5956
_— Z ! S =
56 58 6.0 62 56 58 6.0 62
Time, min Time, min Time, min
Duloxetina 1 Duloxetina 2 Fluoxetina 1
298.1/154.0 208.1/44.1 310.1/44.1
3.054e3 (<2 points ng/mL) 1.416e3 (<2 points ng/mL) 1.078e3 (<2 points ng/mL)
3000 "
6 A i VR 00 2 Te: 65
Time, min Time, min Time, min
Fluoxetina(Desmetil-) 1 Fluoxetina(Desmetil-) 2 Fluvoxamina 1
206.0/134.1 296.0/30.2 319.0/71.1
1.559e3 (<2 points ng/mL) 3.556e2 (<2 points ng/mL) 2.004e3 (<2 points ng/mL)
2000
1000 ) i
= { = 1000
s | 633 H
0 FAWE 0 g B 0l S
60 62 Y54 66 68 60 62 %64 66 68 50 62% g4 66
Time, min Time, min Time, min
Imipramina 1 Imipramina 2 Maprotilina 1
281.1/86.0 281.1/58.0 278.1 /2.50.2
5.321e3 (<2 points ng/mL) 2.964e3 (<2 points ng/mL) 8.856e3 (<2 points ng/mL)
4000 AL é 4000 1 / 3:
R % e Yo e 0555 60 ®2 &4 &6
Time, min Time, min Time, min

99

Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Bupropiom 2
240.1/131.0
9.940e2 (<2 points ng/mL)

& 50

44 46 52 ‘
) Time, min _
Citalopram(Desmetil-) 2
311.0/262.0

3.960e3 (<2 points ng/mL)
367.

5.

Time, min

Clomipramina(Desmetil-) 2

301.0/44.1
8.519e2 (<2 points ng/mL)
= 3
2000

T 70
Time, min
Dosulepina(Desmetil-) 2
282.0/202.0
5.055e3 (<2 points ng/mL)

64 66

4000
2000
55 =: oo 62
Time, min
Fluoxetina 2
310.1/148.2

1.574e2 (<2 points ng/mL)
csal )

5937 1
[l
0

¥4 66
Time, min

60 62
Fluvoxamina 2
319.0/258.1
1.910e3 (<2 points ng/mL)

2000 6317

60

62 64
Time, min

66

Maprotilina 2
278.1/191.1
3.156e3 (<2 points ng/mL)

66
Time, min



Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Mianserina 1 Mianserina 2 Mianserina(Desmetil-) 1 Mianserina(Desmetil-) 2

265.1/208.1 265.1/58.1 251.1/208.1 251.1/118.0
2.247e3 (<2 points ng/mL) 1.776e3 (<2 points ng/mL) 5.764e3 (<2 points ng/mL) 2.275e3 (<2 points ng/mL)
: & g 8w s & ;
0 ;4 g sé 58 : -
Time, min Time, min Time, min Time, min
Mirtazapina 1 Mirtazapina 2 Mirtazapina(N-Desmetil-) 1 Mirtazapina(N-Desmetil-) 2
266.1/195.0 266.1/72.0 252.1/195.0 252.1/209.1
1.471e4 (<2 points ng/mL) 3.856e3 (<2 points ng/mL) 1.541e4 (<2 points ng/mL) 3.427e3 (<2 points ng/mL)
10000 i i 10000 j: 10000 = S o0 ‘
g b oA, _% g A\ bz
0 = P - Y. 0 = 0k /\%
43 46 40 42F 44 45 40 42 T aa 48 40 42 T 44 46
Time, min Time, min Time, min Time, min
Nortriptilina 1 Nortriptilina 2 Paroxetina 1 Paroxetina 2
264.1/233.1 264.1/91.0 3304/192.3 330.4/70.2
1.157e4 (<2 points ng/mL) 4.875e3 (<2 points ng/mL) 1.748e3 (<2 points ng/mL) 6.268e2 (<2 points ng/mL)
10000 : g 10000 { g 5956 g
E) R 2
0 =S A 0 SO = 0 = Il
6.0 62 64 66 6.0 62 64 66 56 56 58 6.0 62
Time, min Time, min Time, min
Reboxetina 1 Reboxetina 2 Sertralina 1 Sertralina 2
314.1/176.1 314.1/90.9 306.0/158.9 306.0/275.1
5.437e3 (<2 points ng/mL) 1.044e3 (<2 points ng/mL) 2.575e3 (<2 points ng/mL) 1.231e3 (<2 points ng/mL)
5000 A g 5000 N g X g ?
z / s 2 om0 Z ol
oA A z o DoASC : z o i = 4
55 ¥ 60 62 56 & 60 62 62 64 &6 68 70 62 64
Time, min Time, min Time, min Time, min
Sertralina(Desmetil-) 1 Sertralina(Desmetil-) 2 Tianeptina 1 Tianeptina 2
201.9/158.9 291.9/129.2 437.0/292.0 437.0/228.1
8.682e2 (<2 points ng/mL) 3.062e3 (<2 points ng/mL) 6.147e3 (<2 points ng/mL) 1.320e3 (<2 points ng/mL)
o A\ 2 o] 4‘53 é . 5E%
g .“64 66T 63 70 LA s-; & ¥e5 70 S e s o R VIR Y
Time, min Time, min Time, min Time. min
Trazodona 1 Trazodona 2 Trazodona-M (m-CPP) 1 Trazodona-M (m-CPP) 2
372.2/176.3 372.2/148.2 197.1/118.1 197.1/ 1}9.0
1.800e4 (<2 points ng/mL) 1.931e4 (<2 points ng/mL) 7.113e2 (<2 points ng/mL) 2.941e3 (<2 points ng/mL)
20000 4810 L, 20000 A I 4000 o
0 £ - = E 0 > i - = 0 = S N \"- - PP
44 46 48 50 52 44 46 48 50 52 38 40 W2 44 38 40 W2 44
Time, min Time, min Time, min Time, min
Trimipramina 1 Trimipramina 2 Trimipramina(Desmetil-) A 1 Trimipramina(Desmetil-) B 2
295.1/100.1 295.1/58.1 281.1/86.1 281.1/208.1
6.535e3 (<2 points ng/mL) 3.892e3 (<2 points ng/mL) 5.954e3 (<2 points ng/mL) 8.023e2 (<2 points ng/mL)
T e Ter se . 050 62 Tes e =% Y ey 2 62
Time, min Time, min Time, min Time, min
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Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 1
278.1/260.2
4.880e3 (<2 points ng/mL)

48 60 T 52 54
Time, min
Vortioxetina 1
299.0/150.0
9.635e3 (<2 points ng/mL)
10000

Time, min

Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 2
278.1/58.0
1.671e4 (<2 points ng/mL)

10000

Intensity, cps

Venlafaxina(O-Desmetil-) 1
264.1/58.1
2.426e2 (<2 points ng/mL)

Time, min

Vortioxetina 2
299.0/109.0
3.201e3 (<2 points ng/mL)

10000 \

48 50 ¥ 52 654

Intensity, cps

Time, min

66 68 70 72

101

38 48 42 44
Time, min

Clomipramina-D3 1
318.1/89.0
3889

64 66F 68 70
Time, min

Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina(O-Desmetil-) 2
264.1/107.1
1.235e3 (<2 points ng/mL)

33 48 42 44
Time, min
Clomipramina-D3 2
318.1/61.0
1.927e3 (<2 points ng/mL)
4000 :

64 667 68 70
Time, min



Cromatogramas com as transigoes iénicas dos ADs para o ponto 2) no estudo das interferéncias.

| | Intensity, cps
Intensity, cps ntensity, cps Intensity, cps ntensity, cps Intensity, cps y, cp

Intensity, cps

Amitriptilina 1
278.1/233.3
1.895e3 (<2 points ng/mL)

Amitriptilina 2
278.1/91.2
1.170e3 (<2 points ng/mL)

Intensity, cps

Intensity, cps

2 1000
*%0 62 6: 66 ; 50 &F &1 66
Time. min Time, min
Citalopram 1 Citalopram 2
325.1/109.0 325.1/262.1
1.334e3 (<2 points ng/mL)
> 5388 [
% 1000
i R R e
Time. min Time, min
Clomipramina 1 Clomipramina 2
315.1/86.1 315.1/58.0
2.905e3 (<2 points ng/mL) 9.541e2 (<2 points ng/mL)
5000 : & 5000

et 66F 68 70
Time. min
Dosulepina 1
296.1/218.1
1.242e3 (<2 points ng/mL)

64 GG’ \68
Time, min
Dosulepina 2
296.1/223.0
9.219e2 (<2 points ng/mL)

Intensity, cps

70

1000 & 1000 568 §
> B
055 8% oo 62.‘ ? 56 58T 60 62
Time, min Time, min
Duloxetina 1 Duloxetina 2
298.1/154.0 298.1/44.1
2.660e2 (<2 points ng/mL) 5.824e2 (<2 points ng/mL)
! § 500 6051 E:“
“0 Bz 64 66 Y Y
Time. min Time, min
Fluoxetina(Desmetil-) 1 Fluoxetina(Desmetil-) 2
296.0/134.1 296.0/30.2
1.774e2 (<2 points ng/mL) N/A (N/A ng/mL)
g 8
0 i .S b 0 \ \ 4 P, N F=
60 62 V%64 66 68 60 62 T64 66 68
Time, min Time. min
Imipramina 1 Imipramina 2
281.1/86.0 281.1/58.0
1.359e2 (<2 points ng/mL) 2.096e2 (<2 points ng/mL)
1000 {| f: i

58 6.0 6.2 64
Time, min

102

Bupropiom 1
240.1/184.0
5.154e3 (<2 points ng/mL)

44 46 4B 50 52
Time. min
Citalopram(Desmetil-) 1
311.0/109.0
2.059e3 (<2 points ng/mL)

0 52 » %4 3 Sé 58
Time, min
Clomipramina(Desmetil-) 1
301.0/72.2

1.975e2 (<2 points ng/mL)

500 “
| gk,
0T o5 Tes 70
Time. min
Dosulepina(Desmetil-) 1
282.0/225.0

4.434e2 (<2 points ng/mL)

400 788
T T TR
Time. min
Fluoxetina 1
310.1/44.1

3.039e3 (<2 points ng/mL)

¥e4 66
Time, min

6.0 62

Fluvoxamina 1
319.0/71.1
2.712e2 (<2 points ng/mL)

60 sz F 57 66
Time, min
Maprotilina 1
278.1/250.2
3.105e2 (<2 points ng/mL)

Time, min

Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Intensity, cps

Intensity, cps

Bupropiom 2
240.1/131.0
1.103e3 (<2 points ng/mL)

44 45 4™ 50 52
Time. min

Citalopram(Desmetil-) 2
311.0/262.0
5.348e2 (<2 points ng/mL)

3000
2000 \
1000 s\
0 52 ¥4 56 58
Time, min
Clomipramina(Desmetil-) 2
301.0/44.1

2.385€2 (<2 points ng/mL)

08 es ez 70
Time. min

Dosulepina(Desmetil-) 2
282.0/202.0

1.774e2 (<2 points ng/mL)
400

200 /| 598
0% 55 Teo vszl
Time. min
Fluoxetina 2
310.1/148.2
N/A (N/A ng/mL)
a000{
2000
o "

60 62 T¥64 66
Time, min

Fluvoxamina 2
319.0/258.1
2.068e2 (<2 points ng/mL)

500

OGRS
Time. min
Maprotilina 2
278.1/191.1
1.047e3 (<2 points ng/mL)

58 60 %2 64 66
Time. min



Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

1000

2000

1000

ok

Mianserina 1
265.1/208.1
3.913e2 (<2 points ng/mL)

4.217e2 (<2 points ng/mL)

Mianserina 2
265.1/58.1

5436
|

Mianserina(Desmetil-) 1
251.1/208.1
6.213e2 (<2 points ng/mL)

Mianserina(Desmetil-) 2
251.1/118.0
3.421e2 (<2 points ng/mL)

\ £ A MO\ E £ ; :
52 % 55 58 52 54 T 56 58
Time, min Time. min Time, min Time. min
Mirtazapina 1 Mirtazapina 2 Mirtazapina(N-Desmetil-) 1 Mirtazapina(N-Desmetil-) 2
266.1/195.0 266.1/72.0 252.1/195.0 252.1/209.1
1.229e3 (<2 points ng/mL) 1.885e2 (<2 points ng/mL) 2.256e3 (<2 points ng/mL) 1.016e3 (<2 points ng/mL)
« N o 2000 3 @
£ o0 § &
g 500 ET 1000 s
R e s I S B 0
Time, min Time. min Time, min Time. min
Nortriptilina 1 Nortriptilina 2 Paroxetina 1 Paroxetina 2
264.1/233.1 264.1/91.0 330.4/192.3 3304/70.2
1.286€3 (<2 points ng/mL) 2.905e2 (<2 points ng/mL) 6.104e2 (<2 points ng/mL) 3.545e2 (<2 points ng/mL)
i 62 g & <
2 g 500 -g‘ 58%! M
60 62 ¥4 66 - 0% s; I 0555 ss Yoo 62 58 ’so 62
Time. min Time. min Time, min Time. min
Reboxetina 1 Reboxetina 2 Sertralina 1 Sertralina 2
314.1/176.1 314.1/90.9 306.0/158.9 306.0/275.1
2.138e2 (<2 points ng/mL) 6.830e2 (<2 points ng/mL) 4.476e2 (<2 points ng/mL) N/A (N/A ng/mL)
\ é é 1000 7018 é 1000 [
Ss % 60 o2 2 S ) 07 ev ¥ 65 70 ¢ vszv 64 ¥6 68 70
Time, min Time. min Time. min Time. min
Sertralina(Desmetil-) 1 Sertralina(Desmetil-) 2 Tianeptina 1 Tianeptina 2
291.9/158.9 291.9/129.2 437.0/292.0 437.0/228.1
7.498e2 (<2 points ng/mL) 3.428e3 (<2 points ng/mL) 8.335e2 (<2 points ng/mL) 1.894e2 (<2 points ng/mL)
T Moo 2 57 = i
s 3 m 5
g % § 5.567
6+ 65T s;s. 70 ¢ 57 & oo 70 i ;2 55 %56 55 60 s 'se; 58 60
Time. min Time, min Time. min Time. min
Trazodona 1 Trazodona 2 Trazodona-M (m-CPP) 1 Trazodona-M (m-CPP) 2
372.2/176.3 372.2/148.2 197.1/118.1 197.1/119.0
1.828e3 (<2 points ng/mL) 2.284e3 (<2 points ng/mL) 5.954e2 (<2 points ng/mL) 1.258e3 (<2 points ng/mL)
i1 é 2000 4,785 g 4000 j §
44 45“ 4> 50 55 B 0 44 46 48 56. 52 B " 38 40 %2 44 46 &= 38 40 '42: 44 :‘\6
Time, min Time. min Time. min Time, min
Trimipramina 1 Trimipramina 2 Trimipramina(Desmetil-) A 1 Trimipramina(Desmetil-) A 2
295.1/100.1 295.1/58.1 281.1/86.1 281.1/208.1
1.055e3 (<2 points ng/mL) 6.993e2 (<2 points ng/mL) N/A (N/A ng/mL) N/A (N/A ng/mL)

Intensity, cps

Intensity, cps

6.0

62 T 64
Time, min

6.6

6.0

62 T 64

Time. min

66

103

Intensity, cps

6.0

6.2
Time. min

&

66

60 62 &
Time. min



Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 1
278.1/260.2
5.913e3 (<2 points ng/mL)

10000

48 50 T 52 54
Time, min
Vortioxetina 1
299.0/150.0
1.296e3 (<2 points ng/mL)
4000

2000 1 ¢ 677"

Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 2
278.1/58.0
1.385e4 (<2 points ng/mL)

Venlafaxina(O-Desmetil-) 1
264.1/58.1
1.448e2 (<2 points ng/mL)

48

Vortioxetina 2
299.0/109.0
2.011e3 (<2 points ng/mL)

& 1000
2
g 500 4,

\ . = 5 v
50 T 52 54 38 48 42 44
Time, min Time, min

Clomipramina-D3 1
318.1/89.0
627500
& 5¢5
= 0e0

66 68 70 72
Time, min

Time. min

66 68 70 72

104

70

Time. min

Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina(O-Desmetil-) 2
264.1/107.1
1.217e3 (<2 points ng/mL)

842

500
¢ . 38 43 3 42> 4‘4
Time. min
Clomipramina-D3 2
318.1/61.0

4.115e5 (<2 points ng/mL)

5e5 6678

0e0

64 66T 68 70
Time. min



Cromatogramas com as transigoes idénicas dos ADs para o ponto 3) no estudo das interferéncias.

Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps.

Intensity, cps

Amitriptilina 1 Amitriptilina 2 Bupropiom 1 Bupropiom 2
278.1/233.3 278.1/91.2 240.1/184.0 240.1/131.0
3.886e7 (<2 points ng/mL) 3.937e7 (<2 points ng/mL) 3.250e7 (<2 points ng/mL) 2.875e7 (<2 points ng/mL)

0 ~ 37 = 37 4790
Av251 g g 7% &
2e7 : z 27 S5 27 3 27
8§ E 1e7 ] Te? S
e 60 62% 64 66 0e0 60 62% 64 66 - s & e 52 W ds 4 £ 52
Time, min Time, min Time, min Time, min
Citalopram 1 Citalopram 2 Citalopram(Desmetil-) 1 Citalopram(Desmetil-) 2
325.1/109.0 325.1/262.1 311.0/109.0 311.0/262.0
5.040e7 (<2 points ng/mL) 4.732e7 (<2 points ng/mL) 4.413e7 (<2 points ng/mL) 4.202e7 (<2 points ng/mL)
532 5.355
467 NEY) 2 e 2 f g f
27 F ow o F 2w
s Fes 56 LT 56 B e YR VIR ) X = ki 55 58
Time, min Time, min Time, min Time, min
Clomipramina 1 Clomipramina 2 Clomipramina(Desmetil-) 1 Clomipramina(Desmetil-) 2
315.1/86.1 315.1/58.0 301.0/72.2 301.0/ 441
3.542¢7 (<2 points ng/mL) 2.280e7 (<2 points ng/mL) 2.249¢7 (<2 points ng/mL) 1.238e7 (<2 points ng/mL)
® " ) 2 27 ) & % i
%7 674 & 7 6672 g ; & = 6741
2e7 %- 2e7 %‘ 167 E 1e7
1e7 g e £ ; Z o
A = = ) 0e0 :
0e0 e ceT 65 70 e 6¢  66F 68 70 0T s Fee 70 < 65 ¥es 70
Time, inin Time, min Time, min Tima, min
Dosulepina 1 Dosulepina 2 Dosulepina(Desmetil-) 1 Dosulepina(Desmetil-) 1
296.1/218.1 296.1/223.0 282.0/225.0 282.0/ 2?5.0
3.412e7 (<2 points ng/mL) 2.700e7 (<2 points ng/mL) 2.224e7 (<2 points ng/mL) 2.224e7 (<2 points ng/mL)
37 2 % 35 . 27 o 27
27 3w £ @ f 167
Te7 A é Te7 g £
) z N kS z ”
O e T & 2 W5t 0 62 055 feo ez 56
Time, min Time, min Time, min Time, min
Duloxetina 1 Duloxetina 2 Fluoxetina 1 Fluoxetina 2
208.1/154.0 298.1/44.1 310.1/44.1 310.1/ 148.2
1.855e7 (<2 points ng/mL) 1.307e7 (<2 points ng/mL) 1.638e7 (<2 points ng/mL) 7.866e6 (<2 points ng/mL)
157 g o 2 3% z fA
167 > 167 > Te7 3 Te7 et
) 2 i £ \ _ R :
Ge? 58 60 %2 64 0T %0 %2 69 &6 e 50 62 %64 66 60 62 Te4 66
Time, min Time, min Time, min Time, min
Fluoxetina(Desmetil-) 1 Fluoxetina(Desmetil-) 2 Fluvoxamina 1 Fluvoxamina 2
296.0/134.1 296.0/30.2 319.0/71.1 319.0/258.1
8.601e6 (<2 points ng/mL) 1.547e6 (<2 points ng/mL) 1.685e7 (<2 points ng/mL) 1.210e7 (<2 points ng/mL)
[} 63s0 & 8 & eap
506 > 506 3 17 £ 1e7 £
i o1, : : |
0T er fe:  se ey Yo 55 68 0 w2 61 66 O o2 ¥ 6 66
Time, min Time, min Time, min Time, min
Imipramina 1 Imipramina 2 Maprotilina 1 Maprotilina 2
281.1/86.0 281.1/58.0 278.1/250.2 278.1/191.1
3.646e7 (<2 points ng/mL) 4.953e7 (<2 points ng/mL) 3.822e7 (<2 points ng/mL) 4.398e7 (<2 points ng/mL)
de7 g2 e g e s n
27 g 27 ? 281 § M
55 w0 Fe2 6 "5 64 0 R \54 66 Iy, 2 64 68
Time, min Time, min Time, min Time, min
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Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Mianserina 1
265.1/208.1
4.315e7 (<2 points ng/mL)

4e7

Mianserina 2
265.1/58.1
1.455e7 (<2 points ng/mL)

de7

Mianserina(Desmetil-) 1
251.1/208.1
3.928e7 (<2 points ng/mL)

a8 g § a8
207 E 27 575 g R
o< 52 Amarcaerall a0 T R R T TR
Time, min Thine. b Time, min
Mirtazapina 1 Mirtazapina 2 Mirtazapina(N-Desmetil-) 1
266.1/195.0 266.1/72.0 252.1/195.0
7.208e7 (<2 points ng/mL) 3.489e7 (<2 points ng/mL) 5.394e7 (<2 points ng/mL)
g 8w \ ) 2m
ES 4253 2
g 2 § 2e7
0e0 e = 0e0 g = 00
40 42 44 46 40 42 44 46 40 42 44 46
Time, min Time, min ) Time, min
Nortriptilina 1 Nortriptilina 2 Paroxetina 1
264.1/233.1 264.1/91.0 330.4/192.3
4.497e7 (<2 points ng/mL) 3.657e7 (<2 points ng/mL) 1.968e7 (<2 points ng/mL)
4e7 § 4e7 6324. § 5
27 E‘ 27 %‘ 1e7
052 Yes 66 e ez Yes 6e e Teo 2
Time, min Time, min Time, min
Reboxetina 1 Reboxetina 2 Sertralina 1
314.1/176.1 314.1/90.9 306.0/158.9
5.162e7 (<2 points ng/mL) 3.650e7 (<2 points ng/mL) 4.033e7 (<2 points ng/mL)
] " 4e7
de7 793 § 47 5,785, & 18513
27 I 2 g ae .
e ss & 60 62 = 56 62 W e %6 e 70
Time, min Time, min Time, min
Sertralina(Desmetil-) 1 Sertralina(Desmetil-) 2 Tianeptina 1
201.9/158.9 291.9/129.2 437.0/292.0
2.692e6 (<2 points ng/mL) 4.982e5 (<2 points ng/mL) 4.117e7 (<2 points ng/mL)
. 4e7 ~
26 & s g
2 z 27
165 H 198 6678, ._Ez
0e 64 sls(:f/‘ss 70 el 64 5‘6 YR e
Time, min Time, min Time, min
Trazodona 1 Trazodona 2 Trazodona-M (m-CPP) 1
372.2/176.3 372.2/1482 197.1/118.1
6.882e7 (<2 points ng/mL) 6.372e7 (<2 points ng/mL) 1.647e7 (<2 points ng/mL)
4810
567 & s \ &
2 Z Tez
RV IY 52 T s 8 5o 52 I VIV
Time, min Time, min Time, min
Trimipramina 1 Trimipramina 2 Trimipramina(Desmetil-) A 1
295.1/100.1 295.1/58.1 281.1/86.1
5.716e7 (<2 points ng/mL) 5.525e7 (<2 points ng/mL) 4.040e7 (<2 points ng/mL)
) n . 4e7
4e7 E 4e7 i
27 § 27 E
- = i z

66

Time, min

60 66

Time, min

106

62
Time, min

Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Intensity, cps

Intensity, cps

Intensity, cps

Intensity, cps

Mianserina(Desmetil-) 2
251.1/118.0
1.426e7 (<2 points ng/mL)

27 5491
M2 s+ T s Es
Time, min
Mirtazapina(N-Desmetil-) 2
252.1/209.1
1.568e7 (<2 points ng/mL)
4e7
2e7 4276
00 40 42h# 44 46
Time, min
Paroxetina 2
3304/70.2

6.522e6 (<2 points ng/mL)

le7

5904,

0Oe0

56 58 6.0 62

Time, min

Sertralina 2
306.0/275.1

7.167e6 (<2 points ng/mL)
467

2e7
6572

62 64 fG 68 70

Time, min

Tianeptina 2

437.0/228.1
2.273e7 (<2 points ng/mL)
de7 y

5544 .
2¢7 {
o AN
52 54 T56 58 60
Time, min
Trazodona-M (m-CPP) 2
197.1/119.0
1.218e7 (<2 points ng/mL)
4120
Te?
0e0

38 40 %2 44
Time, min
Trimipramina(Desmetil-) A 2
281.1/208.1
1.284e7 (<2 points ng/mL)

467

62
Time, min



Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 1

Venlafaxina 2

Venlafaxina(O-Desmetil-) 1

278.1/260.2 278.1/58.0 264.1/58.1
4.394e7 (<2 points ng/mL) 6.115e7 (<2 points ng/mL) 4.156e7 (<2 points ng/mL)
Se7 5105 g Se7 g .
0ol 48 SIZDFI 52 54 £ 48 50 ri‘_S‘Z 54 - 0 38 44
Time, min Time, min Time, min
Vortioxetina 1 Vortioxetina 2 Clomipramina-D3 1
299.0/150.0 200.0/109.0 318.1/89.0
5.994e7 (<2 points ng/mL) 3.052¢7 (<2 points ng/mL) 5830
Se7 : g 57 fy & 5000
£ 6826 >
0 66 72 et ce eF 70 12 66% 68 70
Time, min Time, min Time, min

107

Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina(O-Desmetil-) 2
264.1/107.1
2.475e7 (<2 points ng/mL)

4e7 A

399
27 ¢
S 38 4 3 42 44
Time, min
Clomipramina-D3 2
318.1/61.0

2.187e3 (<2 points ng/mL)
5000

6.6 638
Time, min

64



Cromatogramas com as transigoes idénicas dos ADs para o ponto 4) no estudo das interferéncias.

Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Amitriptilina 1
278.1/233.3
1.209e4 (<2 points ng/mL)
10000 &
¢ o sf 6 s
Time, min
Citalopram 1
325.1/109.0
9.613e3 (<2 points ng/mL)
10000 -
VST B FEr e
Time, min
Clomipramina 1
315.1/86.1
3.915e3 (<2 points ng/mL)
gl . gl B
64 66 68 70
Time, min
Dosulepina 1
296.1/218.1
4.770e3 (<2 points ng/mL)
4000 589 g
o S S y z
56 58% 60 62
Time, min
Duloxetina 1
298.1/154.0
2.725e3 (<2 points ng/mL)
1000 g
0 - =
60 %2 64 66
Time, min
Fluoxetina(Desmetil-) 1
296.0/134.1
1.923e3 (<2 points ng/mL)
1000 z
. x ; z
60 62 Y54 66 68
Time, min
Imipramina 1
281.1/86.0
5.610e3 (<2 points ng/mL)
i :

Intensity, cps

58 60 T 62 64
Time, min

Amitriptilina 2
278.1/91.2
2.798e3 (<2 points ng/mL)

Bupropiom 1
240.1/184.0
1.599e3 (<2 points ng/mL)

Bupropiom 2
240.1/131.0
8.254e2 (<2 points ng/mL)

10000 g 400 g 4000
1y > 5013 >
5000 6279 g 200 ‘A z 20
i il O z EANS S AN B .
60 627 64 66 44 45 4B 50 52 4a 45 4% 50 52
Time., min Time, min Time, min
Citalopram 2 Citalopram(Desmetil-) 1 Citalopram(Desmetil-) 2
325.1/262.1 311.0/109.0 311.0/262.0
9.085e3 (<2 points ng/mL) 2.591e3 (<2 points ng/mL) 3.499e3 (<2 points ng/mL)
10000 5328 " 5376 g
g 4
] § 1000
=~ ~ = 0 N e ~ = o e
50 52 Ts54 56 52 54 56 58 52 T54 56 )
Time, min Time, min Time. min
Clomipramina 2 Clomipramina(Desmetil-) 1 Clomipramina(Desmetil-) 2
315.1/58.0 301.0/72.2 301.0/44.1

6.149e3 (<2 points ng/mL)

674

2.762e3 (<2 points ng/mL)

1.388e3 (<2 points ng/mL)

5000 é 2000 3:
) £
O="¢% 66¥ 68 70 B S 05 s Yoz 70
Time, min Time, min Time, min
Dosulepina 2 Dosulepina(Desmetil-) 1 Dosulepina(Desmetil-) 2
296.1/223.0 282.0/225.0 282.0/202.0
3.695e3 (<2 points ng/mL) 1.703e3 (<2 points ng/mL) 3.235e3 (<2 points ng/mL)
2000 2 om0 5924 z
ol At . E ol ’ —r - z
56 58% 60 62 56 58 %60 62
Time, min Time, min Time, min
Duloxetina 2 Fluoxetina 1 Fluoxetina 2
298.1/44.1 310.1/44.1 310.1/148.2
8.224e2 (<2 points ng/mL) 5.125e2 (<2 points ng/mL) 1.353e3 (<2 points ng/mL)
2000 ?} 4000 § 4000
1000 E om0 I a0
oS e %2 & e 050 ez Ter 66 0T er ¥es
Time, min Time, min Time, min
Fluoxetina(Desmetil-) 2 Fluvoxamina 1 Fluvoxamina 2
296.0/30.2 319.0/71.1 319.0/258.1
2.379e2 (<2 points ng/mL) 1.789e3 (<2 points ng/mL) 9.657e2 (<2 points ng/mL)
1000 % 1000 z
\ 6310} é ) -_E
0550 o2 Tei 55 ee =0 e2F 64 66
Time, min Time, min Time, min
Imipramina 2 Maprotilina 1 Maprotilina 2
281.1/58.0 278.1/250.2 278.1/191.1
2.908e3 (<2 points ng/mL) 7.159e3 (<2 points ng/mL) 4.969e3 (<2 points ng/mL)
ez 3 5 5000

60 T 62 64
Time, min
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2

Time, min

64

66

B2 64

Time, min

6.0 66



Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Mianserina 1
265.1/208.1
1.809e3 (<2 points ng/mL)

52 5 o
Time, min
Mirtazapina 1
266.1/195.0
1.489e4 (<2 points ng/mL)
10000 v
f 40 >42;' 44“4‘6. -
Time, min
Nortriptilina 1
264.1/233.1
5.928e3 (<2 points ng/mL)
0750 &2 Fes 66
Time, min
Reboxetina 1
314.1/176.1
1.050e4 (<2 points ng/mL)
o vss. £ ‘so' 62
Time, min
Sertralina(Desmetil-) 1
201.9/158.9
2.773e2 (<2 points ng/mL)
- .
2000
2 64 66T 63 70
Time, min
Trazodona 1
372.2/176.3
2.449e4 (<2 points ng/mL)
20000
10000
0 Vi :
44 46 4% 50 52
Time, min

Trimipramina 1
295.1/100.1
5.287e3 (<2 points ng/mL)

62 T 64 66
Time, min

Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps Intensity, cps

Intensity, cps

Mianserina 2
265.1/58.1
6.368e2 (<2 points ng/mL)

Mianserina(Desmetil-) 1
251.1/208.1
4.817e3 (<2 points ng/mL)

Mianserina(Desmetil-) 2
251.1/118.0
1.335e3 (<2 points ng/mL)

¢ 52 %1 56 53 R 955 54 T 5s  &e
Time. min Time, min Time, min
Mirtazapina 2 Mirtazapina(N-Desmetil-) 1 Mirtazapina(N-Desmetil-) 2
266.1/72.0 252.1/195.0 252.1/209.1
2.768e3 (<2 points ng/mL) 9.524e3 (<2 points ng/mL) 13031493 (sepoinnginl)
g T N 2 :
a2 é g
e T aa¥ 4 e O 2 Fas as !
Time, min Time, min Time, min
Nortriptilina 2 Paroxetina 1 Paroxetina 2
264.1/91.0 3304/192.3 3304/ '{0,2
4.469e3 (<2 points ng/mL) 1.336e3 (<2 points ng/mL) 9.795e2 (<2 points ng/mL)
B S 1000 5591
o bl el ‘ - AE ks \
60 62 Y64 66 56 58 T¥60 62 56 A8, "6D 62
Time, min Time, min Time, min
Reboxetina 2 Sertralina 1 Sertrali7na 2
314.1/90.9 306.0/158.9 306.0/275.1
2.746e3 (<2 points ng/mL) 3.120e3 (<2 points ng/mL) 6.132e2 (<2 points ng/mL)
10000 f '3 4000 §
z 2000 g
=N 6 @« TR WAL R 3
Time, min Time, min Time, min
Sertralina(Desmetil-) 2 Tianeptina 1 Tianeptina 2
201.9/129.2 437.0/292.0 437.0/228.1
4.367e3 (<2 points ng/mL) 5.991e3 (<2 points ng/mL) 6.369e2 (<2 points ng/mL)
2 5000 5576 2 5000 /
64 66 Y68 70 0% " 5¢ Tss 55 6o 05 e Fe s 60
Time, min Time, min Time, min
Trazodona 2 Trazodona-M (m-CPP) 1 Trazodona-M (m-CPP) 2
372.2/148.2 197.1/118.1 197.1/119.0
1.815e4 (<2 points ng/mL) 8.186e2 (<2 points ng/mL) 1.244e3 (<2 points ng/mL)
é i A 3: 2000 i
= 0 = u. SO ¥ \
3 38 40 %2 43 46 38 40 %2 44 46
Time, min Time, min Time, min
Trimipramina 2 Trimipramina(Desmetil-) A 1 Trimipramina(Desmetil-) A 2
205.1/58.1 281.1/86.1 281.1/208.1
3.277e3 (<2 points ng/mL) 4.174e3 (<2 points ng/mL) 9.222e2 (<2 points ng/mL)
5000 g 2 3 4000
£ i 2 b g
0& 50 sz—}—s'; 5% ) 62 & 66 Y 62 & 66
Time, min Time, min Time, min
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Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina 1

Venlafaxina 2

Venlafaxina(O-Desmetil-) 1

278.1/260.2 278.1/58.0 264.1/58.1
4.919e3 (<2 points ng/mL) 1.195e4 (<2 points ng/mL) 5.143e2 (<2 points ng/mL)
7\ g- 10000 g {
05T w0 Tz s B G TR 5 e o
Time, min Time, min Time, min
Vortioxetina 1 Vortioxetina 2 Clomipramina-D3 1
299.0/150.0 299.0/109.0 318.1/89.0
1.142e4 (<2 points ng/mL) 3.219e3 (<2 points ng/mL) 4033
10000 & 10000 &

Time, min

Time. min

66 68 70 72

110

Time, min

Intensity, cps

Intensity, cps

Venlafaxina(O-Desmetil-) 2
264.1/107.1
3.723e2 (<2 points ng/mL)

4447

Time, min
Clomipramina-D3 2
318.1/61.0
3.574e3 (<2 points ng/mL)

4000 6680

Time, min

38 48 42 44



APENDICE C

ARRASTAMENTO

111



Intensidades dos picos do CAL1, dos picos da amostra branca e respetivas % de arrastamento.

Substancia Intensidade CAL1 Intensidade AB Arrastamento
Amitriptilina 2607324,7 15268,6 0,59%
Bupropiona 652363 11454,3 1,76%
Citalopram 2423024,7 16504 0,68%
Desmetilcitalopram 1493671 5388,4 0,36%
Clomipramina 1437442,8 15448,1 1,07%
Desmetilclomipramina 601987 9255,7 1,54%
Dosulepina 987533 11948,4 1,21%
Desmetildosulepina 591461,9 7778,8 1,32%
Duloxetina 595240,7 9156,9 1,54%
Fluoxetina 5626225 25453,5 4.52%
Desmetilfluoxetina 4213274 4170,7 0,99%
Fluvoxamina 586329,1 7971,6 1,36%
Imipramina 3602792,9 32508,3 0,90%
Maprotilina 4424799,2 24640,8 0,56%
Mianserina 1175564,8 15632,7 1,33%
Desmetilmianserina 1582030,7 16743,6 1,06%
Mirtazapina 2434472.7 21782,9 0,89%
Desmetilmirtazapina 1270748,5 18355,4 1,44%
Nortriptilina 2797039,2 9464,1 0,34%
Paroxetina 698912,3 8224,8 1,18%
Reboxetina 4004800,5 40936,7 1,02%
Sertralina 6847249 7877.,9 1,15%
Desmetilsertralina 711457 7067,3 9,93%
Tianeptina 730535,9 4664,8 0,64%
Trazodona 4449279,8 65068 1,46%
m-CPP 3103718 369,3 0,12%
Trimipramina 3823973,7 25976,6 0,68%
Desmetiltrimipramina 3804945,1 13595,4 0,36%
Venlafaxina 1717230,2 153744 0,90%
Desmetilvenlafaxina 693334,8 2211,6 0,32%
Vortioxetina 1944364,2 24751.,7 1,27%
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APENDICE D

LINEARIDADE
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D.1 Homogeneidade

Graficos dos residuos em funcao da concentracao de 5 réplicas de um total de 10 concentracgoes dife-

rentes, relativos ao estudo da homogeneidade dos diferentes ADs.

Amitriptilina Bupropiona
0,50 0,15
2,2(5) I 0,10 .
? . . * 0,05 o o
-% 0,05 ’! b o P H '§ 000 o8 i H . : H s
= e e+ & . . 7 s . . .
g 0100778 * 500 1000 2 o0 Hoo 280 300400 500
-0,25 . : > . :
-0,40 o -0,10 H
-0,55 -0,15
Concentragdo (ng/mL) Concentragéo (ng/mL)
Citalopram Desmetilcitalopram
0,40 0,30
° 0,20 o o
L] ° L]
0,20 . . 0,10 : ) s
E e 2 . 5000 g4 et d :
2 000 8 8 s . 2 .
z U LI Z 0100 900 200 300 460 500
& 0 100 § 200 300 480 500 z Y <y
0,20 . -0,20
-0,30 .
-0,40 -0,40
Concentragdo (ng/mL) Concentragao (ng/mL)
Clomipramina Desmetilclomipramina
0,20 . 0,15
0.10 E ° 0,10 °
) . .
4 [ ] [} . o
2 000 ol L oo L : 3 0:05 i . : ’ :
2 0 %00 *200 300400 500 F 000 g8 F .o 3y :
~ -0,10 s [~ -0.05 0 400 280 300 « 400 500
. ° >
: L]
-0,20 -0,10 :
-0,30 -0,15
Concentragdo (ng/mL) Concentragao (ng/mL)
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0,20
0,10
0,00

-0,10

-0,20

-0,30
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Residuo
=
[«

L]
0 3180 4200 300 400
3

Dosulepina
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: 500
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Residuo

Residuo

Residuo

Mianserina
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Tianeptina
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m-CPP
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Amitriptilina

Data Média X res (%)
w=1/x 56,88 42,77 53,01 41,12 49,06 48,57
w = 1/x* 51,41 41,33 47,12 39,04 48,75 45,53
3 res (%) |" ° 1/x"* 61,68 42,14 58,58 42,62 50,27 51,06
w=1ly 58,45 44,89 54,16 41,39 51,09 49,99
w = 1/y? 52,87 43,98 49,29 39,67 51,92 47,54
w=1/y"? 62,23 43,31 59,26 42,76 51,69 51,85
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r?
w = 1/x 0,99458 0,99735 0,99479 0,99597 0,99476 0,99549
w = 1/x2 0,99281 0,99414 0,99455 0,99551 0,99318 0,99404
2 w = 1/x"? 0,99424 0,99774 0,99385 0,99518 0,99454 0,99511
f w=1/y 0,99448 0,99720 0,99456 0,99572 0,99444 0,99528
w = 1/y? 0,99328 0,99334 0,99417 0,99537 0,99280 0,99379
w=1/y"? 0,99407 0,99768 0,99369 0,99496 0,99432 0,99495
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w=1/x -3,91 -1,10 -5,00
w = 1/x -5,90 -0,16 -6,06
Fatores |~ 1/x"? -2,27 -0,85 -3,12
w=1/ly -2,97 -0,96 -3,93
w = 1/y? -4,58 0,00 -4,58
w=1/y"? -1,75 -0,74 -2,49
Bupropiona
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 56,54 46,07 54,75 60,25 50,88 53,70
w = 1/x2 55,82 40,91 54,38 58,93 49,75 51,96
s res %) |V = 1/x'"2 58,54 47,44 54,23 62,24 53,31 55,15
w=1/y 58,81 44,59 56,32 63,40 52,95 55,21
w=1/y? 58,34 41,72 56,03 64,34 52,94 54,67
w = 1/y"? 60,06 48,49 54,62 63,98 54,71 56,37
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99460 0,99731 0,99410 0,99355 0,99528 0,99497
w = 1/x2 0,99131 0,99487 0,99091 0,99075 0,99367 0,99230
2 w = 1/x"2 0,99452 0,99762 0,99383 0,99288 0,99513 0,99480
r w=1/y 0,99444 0,99716 0,99383 0,99301 0,99494 0,99468
w = 1/y? 0,99088 0,99438 0,98956 0,98899 0,99298 0,99136
w = 1/y"? 0,99442 0,99757 0,99371 0,99259 0,99495 0,99464
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,53 -0,76 -1,29
w = 1/x2 -1,68 0,96 -0,72
Fatores | = 1/x"? 0,42 -0,65 -0,23
w=1/y 0,46 -0,57 -0,11
w = 1/y? 0,11 1,57 1,68
w=1/y"? 1,22 -0,55 0,67




Citalopram

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 42,36 37,41 55,04 56,54 59,60 50,19
w = 1/x 41,79 32,12 56,54 54,05 56,41 48,18
3 res (%) |" ° 1/x'"2 43,77 43,18 61,01 55,90 62,09 53,19
w=1ly 43,48 38,14 55,08 59,60 62,14 51,69
w = 1/y? 44,14 33,07 55,56 59,53 61,36 50,73
w = 1/y"? 44,21 43,70 59,71 57,82 63,74 53,84
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99376 0,99761 0,99446 0,99392 0,99390 0,99473
w = 1/x 0,99494 0,99706 0,99128 0,98968 0,99105 0,99280
2 w = 1/x"? 0,99172 0,99729 0,99448 0,99415 0,99375 0,99428
r w=1/ly 0,99317 0,99754 0,99457 0,99377 0,99359 0,99453
w = 1/y? 0,99426 0,99691 0,99133 0,98796 0,98996 0,99208
w=1/y"? 0,99128 0,99725 0,99454 0,99415 0,99360 0,99416
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,54 -0,90 -1,44
w = 1/x -1,51 0,90 -0,60
Fatores |~ 1/x"? 0,91 -0,48 0,43
w=1/ly 0,19 -0,72 -0,53
w = 1/y? -0,28 1,57 1,30
w=1/y"? 1,22 -0,38 0,85
Desmetilcitalopram
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 56,39 47,30 60,37 50,28 55,87 54,04
w = 1/x 55,17 44,99 51,82 48,14 54,63 50,95
3 res %) |% = 1/x"? 58,17 48,11 65,49 53,11 62,73 57,52
w=1/ly 56,35 49,46 62,51 50,36 54,98 54,73
w=1/y? 57,86 48,29 56,36 48,54 55,15 53,24
w = 1/y"? 58,01 49,31 66,50 53,22 61,62 57,73
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99457 0,99598 0,99263 0,99519 0,99386 0,99445
w = 1/x 0,99147 0,99337 0,99126 0,99329 0,99044 0,99196
2 w = 1/x"2 0,99434 0,99594 0,99142 0,99498 0,99397 0,99413
r w=1/ly 0,99430 0,99575 0,99216 0,99516 0,99390 0,99425
w = 1/y? 0,99068 0,99258 0,99089 0,99322 0,99072 0,99162
w=1/y"? 0,99417 0,99578 0,99103 0,99494 0,99393 0,99397
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,25 -0,83 -1,09
w = 1/x2 -1,44 1,14 -0,31
Fatores | = 1/x'"? 1,08 -0,58 0,50
w=1/ly 0,01 -0,68 -0,67
w = 1/y? -0,56 1,41 0,85
w=1/y"? 1,16 -0,46 0,71




Clomipramina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w=1/x 37,71 46,61 35,45 49,06 63,97 46,56
w = 1/x* 38,16 46,92 33,06 47,87 60,92 45,39
3 res (%) |" ° 1/x'"2 42,81 47,68 38,02 47,88 64,63 48,20
w=1ly 37,79 48,64 36,30 51,74 64,73 47,84
w = 1/y? 39,30 49,36 35,15 52,71 65,67 48,44
w=1/y"? 42,77 48,91 38,47 49,33 64,65 48,83
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99604 0,99627 0,99696 0,99459 0,99299 0,99537
w = 1/x2 0,99559 0,99379 0,99660 0,99165 0,99119 0,99376
2 w = 1/x"? 0,99540 0,99626 0,99635 0,99446 0,99243 0,99498
f w=1/y 0,99595 0,99613 0,99674 0,99448 0,99257 0,99517
w = 1/y? 0,99543 0,99324 0,99627 0,99062 0,99070 0,99325
w=1/y"? 0,99533 0,99619 0,99620 0,99443 0,99215 0,99486
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,75 -0,94 -1,69
w = 1/x -1,64 0,94 -0,70
Fatores |~ 1/x"? 0,50 -0,48 0,02
w=1/ly 0,23 -0,71 -0,49
w = 1/y? 0,68 1,54 2,22
w=1/y"? 0,98 -0,34 0,64
Desmetilclomipramina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 51,74 46,18 47,71 55,99 43,06 48,94
w = 1/x2 53,49 44,66 43,83 51,14 43,00 47,22
3 res %) |% = 1/x"? 59,27 45,89 53,06 59,76 42,22 52,04
w=1/y 52,95 45,72 49,05 56,83 44,08 49,73
w=1/y? 56,11 44,98 45,74 52,90 45,06 48,96
w = 1/y"? 59,13 45,46 53,52 60,08 42,85 52,21
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99290 0,99672 0,99383 0,99383 0,99591 0,9946
w = 1/x2 0,99110 0,99403 0,99422 0,99230 0,99496 0,9933
2 w = 1/x"2 0,99194 0,99689 0,99256 0,99312 0,99545 0,9940
r w=1/y 0,99242 0,99677 0,99363 0,99369 0,99579 0,9945
w = 1/y? 0,99021 0,99446 0,99420 0,99223 0,99475 0,9932
w = 1/y"? 0,99162 0,99688 0,99239 0,99297 0,99536 0,9938
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,47 -1,25 -1,72
w = 1/x2 -1,35 0,99 -0,36
Fatores | = 1/x'"? 1,13 -0,15 0,98
w=1/ly -0,06 -0,94 -1,00
w = 1/y? -0,46 1,24 0,79
w=1/y"? 1,21 0,10 1,32




Dosulepina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 65,04 24,92 38,85 47,68 74,73 50,24
w = 1/x* 60,50 24,95 37,49 45,51 69,81 47,65
w = 1/x"2 68,00 24,63 40,14 47,93 75,95 51,33
2 res (%)
w=1ly 65,31 25,17 40,29 48,15 75,38 50,86
w = 1/y? 61,52 25,38 39,64 47,35 72,84 49,35
w=1/y"? 69,15 24,73 40,85 48,07 76,13 51,78
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99336 0,99902 0,99679 0,99575 0,99151 0,99529
w = 1/x 0,99113 0,99821 0,99622 0,99455 0,98989 0,99400
5 w = 1/x"2 0,99260 0,99899 0,99619 0,99516 0,99000 0,99459
r w=1/ly 0,99324 0,99899 0,99655 0,99562 0,99119 0,99512
w = 1/y? 0,99146 0,99814 0,99586 0,99452 0,99041 0,99408
w=1/y"? 0,99245 0,99897 0,99602 0,99503 0,98961 0,99442
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x 0,03 -1,33 -1,30
w = 1/x -1,69 1,10 -0,59
Fatores |~ 1/x"? 0,75 -0,01 0,74
w=1/ly 0,43 -1,01 -0,58
w = 1/y? -0,57 0,95 0,38
w=1/y"? 1,05 0,31 1,36
Desmetildosulepina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 34,65 35,48 68,00 56,28 56,12 50,11
w = 1/x 35,76 33,89 55,79 56,26 52,31 46,80
w = 1/x"? 37,11 37,81 76,37 59,08 56,99 53,47
Z res (%)
w=1/ly 35,52 36,35 71,77 57,45 57,56 51,73
w=1/y? 37,11 34,63 60,21 58,74 56,36 49,41
w = 1/y"? 37,54 38,42 78,36 58,61 57,49 54,08
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99584 0,99811 0,99096 0,99392 0,99301 0,9944
w = 1/x 0,99642 0,99700 0,99120 0,99115 0,99290 0,9937
2 w = 1/x"2 0,99443 0,99806 0,98891 0,99351 0,99175 0,9933
r w=1/ly 0,99552 0,99806 0,98999 0,99365 0,99249 0,9939
w = 1/y? 0,99617 0,99683 0,99015 0,99070 0,99246 0,9933
w = 1/y"? 0,99416 0,99803 0,98818 0,99331 0,99135 0,9930
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,30 -1,51 -1,82
w = 1/x2 -1,52 -0,25 -1,77
Fatores | = 1/x'"? 0,93 0,55 1,48
w=1/ly 0,29 -0,67 -0,37
w = 1/y? -0,56 0,69 0,13
w=1/y"? 1,16 1,19 2,35




Duloxetina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 72,32 46,04 50,44 43,56 50,33 52,54
w = 1/x* 70,21 45,53 41,67 42,77 49,86 50,01
w = 1/x"2 74,09 45,19 64,55 46,69 50,61 56,23
2 res (%)
w=1ly 77,00 48,60 51,21 42,96 51,81 54,32
w = 1/y? 75,91 49,71 41,13 42,08 52,68 52,30
w=1/y"? 76,92 46,53 64,96 46,44 51,38 57,25
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99128 0,99630 0,99472 0,99585 0,99345 0,99432
w = 1/x 0,98443 0,99314 0,99458 0,99425 0,99400 0,99208
2 w=1/x"| 0,99151 0,99633 0,99399 0,99557 0,99187 0,99386
r w=1/ly 0,99075 0,99601 0,99472 0,99590 0,99298 0,99407
w = 1/y? 0,98147 0,99203 0,99470 0,99433 0,99341 0,99119
w=1/y"? 0,99128 0,99618 0,99395 0,99559 0,99154 0,99371
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w=1/x -0,46 -0,88 -1,34
w = 1/x -1,40 0,89 -0,51
Fatores |~ 1/x"? 0,91 -0,51 0,40
w=1/ly 0,20 -0,68 -0,48
w = 1/y? -0,55 1,59 1,05
w=1/y"? 1,29 -0,40 0,89
Fluoxetina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 50,45 31,79 32,09 41,32 45,25 40,18
w = 1/x 49,22 29,69 33,29 39,42 45,35 39,39
w = 1/x"2 52,33 34,18 37,43 46,58 45,02 43,11
Z res (%)
w=1/ly 50,45 31,93 31,98 41,74 45,90 40,40
w=1/y? 49,64 29,78 32,94 39,00 46,65 39,60
w = 1/y"? 52,58 34,28 37,73 47,10 45,34 43,41
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99476 0,99863 0,99610 0,99664 0,99588 0,9964
w = 1/x 0,99328 0,99744 0,99634 0,99597 0,99515 0,9956
2 w = 1/x"2 0,99388 0,99865 0,99530 0,99646 0,99508 0,9959
r w=1/ly 0,99439 0,99863 0,99617 0,99666 0,99568 0,9963
w = 1/y? 0,99303 0,99758 0,99648 0,99613 0,99495 0,9956
w = 1/y"? 0,99359 0,99864 0,99533 0,99644 0,99494 0,9958
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,47 -1,38 -1,85
w = 1/x2 -0,91 0,91 0,00
Fatores | = 1/x'"? 1,18 0,20 1,37
w=1/y -0,35 -1,09 -1,44
w = 1/y? -0,80 0,91 0,12
w=1/y"? 1,34 0,46 1,80




Desmetilfluoxetina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 73,13 56,86 62,45 65,52 65,66 64,72
w = 1/x 67,19 51,05 53,23 60,53 58,15 58,03
3 res (%) w = 1/x"2 78,27 63,80 78,61 69,17 76,42 73,26
w=1/y 73,44 57,22 64,22 66,59 67,07 65,71
w = 1/y? 68,41 51,92 54,80 62,33 60,25 59,54
w = 1/y"? 78,36 64,26 80,03 69,74 77,77 74,03
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99284 0,99577 0,99318 0,99173 0,99191 0,99309
w = 1/x 0,98725 0,99272 0,99146 0,99175 0,99174 0,99098
5 w=1/x"" | 0,99318 0,99623 0,99281 0,99010 0,99058 0,99258
r w=1/ly 0,99283 0,99595 0,99316 0,99135 0,99162 0,99298
w = 1/y? 0,98837 0,99353 0,99200 0,99146 0,99167 0,99140
w=1/y"? 0,99302 0,99626 0,99268 0,98974 0,99029 0,99240
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,17 -0,99 -1,16
w = 1/x -1,17 1,46 0,29
Fatores |~ 1/x'"2 1,10 -0,40 0,71
w=1/y -0,03 -0,87 -0,89
w = 1/y? -0,95 0,97 0,02
w=1/y"? 1,22 -0,18 1,03
Fluvoxamina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 61,49 44,43 43,89 49,62 61,28 52,14
w = 1/x 56,83 44,45 44,14 45,71 56,71 49,57
3 res %) |% = 1/x"? 63,67 45,41 47,66 57,25 67,83 56,36
w=1/ly 61,48 46,22 45,78 50,65 62,31 53,29
w = 1/y? 59,83 46,92 48,85 47,19 60,32 52,62
w=1/y"? 63,36 45,04 49,62 57,94 67,58 56,71
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99368 0,99671 0,99110 0,99433 0,99202 0,9936
w = 1/x 0,98926 0,99373 0,99310 0,99443 0,99050 0,9922
2 w=1/x"*| 0,99387 0,99701 0,98840 0,99325 0,99125 0,9928
r w=1/ly 0,99371 0,99661 0,98989 0,99409 0,99174 0,9932
w = 1/y? 0,98993 0,99330 0,99168 0,99416 0,99054 0,9919
w = 1/y"? 0,99377 0,99696 0,98753 0,99305 0,99098 0,9925
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,48 -1,42 -1,91
w = 1/x -1,43 0,78 -0,66
Fatores | = 1/x'"? 1,08 -0,11 0,97
w=1/y -0,06 -0,84 -0,90
w = 1/y? -0,31 1,23 0,93
w=1/y"? 1,20 0,37 1,57




Imipramina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w=1/x 71,38 55,36 61,96 60,22 37,07 57,20
w = 1/x* 65,73 49,12 51,04 51,93 33,33 50,23
3 res (%) |" ° 1/x"* 76,96 57,91 78,09 76,19 39,86 65,80
w=1ly 72,43 55,90 64,34 61,79 38,23 58,54
w = 1/y? 65,96 51,60 55,23 53,32 35,28 52,28
w=1/y"? 77,36 58,03 80,21 77,36 40,65 66,72
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r?
w = 1/x 0,99227 0,99575 0,99197 0,99361 0,99562 0,99384
w = 1/x2 0,98858 0,99293 0,99247 0,99213 0,99640 0,99250
2 w = 1/x"? 0,99174 0,99574 0,99039 0,99327 0,99440 0,99311
f w=1/y 0,99217 0,99568 0,99163 0,99366 0,99534 0,99369
w = 1/y? 0,98955 0,99344 0,99199 0,99263 0,99611 0,99274
w=1/y"? 0,99152 0,99562 0,99011 0,99321 0,99418 0,99293
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,19 -1,33 -1,52
w = 1/x -1,21 1,20 -0,02
Fatores |~ 1/x"? 1,08 0,05 1,13
w=1/ly 0,01 -1,05 -1,04
w = 1/y? -0,91 0,74 -0,17
w=1/y"? 1,22 0,39 1,61
Maprotilina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 94,72 72,43 79,30 50,92 71,10 73,70
w = 1/x2 87,75 65,29 69,16 48,16 63,02 66,68
3 res %) |% = 1/x"? 101,64 84,91 98,97 56,70 77,07 83,86
w=1/y 94,48 73,18 82,59 53,29 71,88 75,08
w=1/y? 86,16 67,07 71,74 48,01 64,91 67,58
w = 1/y"? 101,35 85,43 102,62 58,06 77,53 85,00
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99119 0,99186 0,99019 0,99351 0,99317 0,9920
w = 1/x2 0,97990 0,98767 0,98848 0,99386 0,98945 0,9879
2 w = 1/x"2 0,99293 0,99223 0,98935 0,99225 0,99302 0,9920
r w=1/y 0,99195 0,99221 0,99009 0,99317 0,99313 0,9921
w = 1/y? 0,98489 0,98932 0,98889 0,99374 0,99062 0,9895
w=1/y"? [ 0,99304 0,99226 0,98916 0,99193 0,99283 0,9918
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,21 -0,62 -0,83
w = 1/x2 -1,11 1,69 0,58
Fatores | = 1/x"? 1,10 -0,61 0,49
w=1/ly -0,03 -0,69 -0,72
w = 1/y? -0,99 0,78 -0,21
w=1/y"? 1,24 -0,54 0,70




Mianserina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 56,72 45,19 50,11 60,52 41,55 50,82
w = 1/x* 56,83 44,20 50,11 55,97 40,81 49,58
3 res (%) |" ° 1/x'"2 57,29 45,36 49,33 63,10 42,72 51,56
w=1ly 57,69 47,28 50,99 60,82 41,40 51,64
w = 1/y? 59,70 47,37 52,25 58,87 41,87 52,01
w=1/y"? 57,68 46,57 49,85 63,02 42,55 51,93
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99307 0,99687 0,99286 0,99383 0,99670 0,99467
w = 1/x 0,99254 0,99439 0,99241 0,99070 0,99552 0,99311
5 w = 1/x"2 0,99178 0,99705 0,99146 0,99359 0,99646 0,99407
r w=1/ly 0,99262 0,99669 0,99253 0,99371 0,99666 0,99444
w = 1/y? 0,99198 0,99371 0,99173 0,99086 0,99545 0,99274
w = 1/y"? 0,99147 0,99686 0,99126 0,99345 0,99643 0,99389
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w=1/x -0,47 -1,13 -1,60
w = 1/x -1,82 0,94 -0,87
Fatores |~ 1/x'"2 0,33 -0,33 0,00
w=1/ly 0,41 -0,83 -0,42
w = 1/y? 0,82 1,43 2,25
w=1/y"? 0,73 -0,10 0,64
Desmetilmianserina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 61,03 45,56 66,57 45,96 60,68 55,96
w = 1/x 57,07 43,76 55,52 44,26 57,28 51,58
s res %) |V = 1/x"? 65,95 47,05 83,34 50,52 63,20 62,01
w=1/ly 61,33 44,99 67,46 46,96 60,85 56,32
w=1/y? 57,97 43,78 59,47 46,92 58,39 53,31
w = 1/y"? 66,14 46,65 83,90 51,00 63,14 62,17
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r?
w = 1/x 0,99361 0,99733 0,99155 0,99458 0,99398 0,9942
w = 1/x 0,99212 0,99399 0,99081 0,99438 0,99239 0,9927
2 w = 1/x"2 0,99292 0,99780 0,99036 0,99341 0,99344 0,9936
r w=1/ly 0,99350 0,99732 0,99138 0,99413 0,99385 0,9940
w = 1/y? 0,99198 0,99402 0,99038 0,99372 0,99253 0,9925
w = 1/y"? 0,99282 0,99778 0,99025 0,99309 0,99333 0,9935
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,21 -1,16 -1,37
w = 1/x -1,21 1,02 -0,19
Fatores | = 1/x'"? 1,17 -0,24 0,93
w=1/ly -0,13 -0,90 -1,03
w = 1/y? -0,82 1,32 0,51
w=1/y"? 1,20 -0,04 1,16




Mirtazapina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 54,80 43,36 54,44 45,72 71,86 54,03
w = 1/x* 54,05 41,22 53,29 45,91 65,58 52,01
3 res (%) |" ° 1/x'"2 56,43 44,90 52,58 51,05 78,09 56,61
w=1ly 55,18 42,96 55,94 46,68 72,54 54,66
w = 1/y? 57,13 41,17 55,38 49,22 65,92 53,76
w = 1/y"? 55,91 44,60 52,62 51,41 78,84 56,68
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99496 0,99755 0,99167 0,99354 0,99211 0,99396
w = 1/x 0,99139 0,99468 0,99117 0,99340 0,98918 0,99196
2 w=1/x"*| 0,99517 0,99794 0,99030 0,99221 0,99183 0,99349
r w=1/ly 0,99482 0,99757 0,99171 0,99309 0,99219 0,99387
w = 1/y? 0,99072 0,99492 0,99112 0,99258 0,99007 0,99188
w=1/y"? 0,99510 0,99793 0,99034 0,99192 0,99173 0,99340
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w=1/x -0,33 -0,93 -1,26
w = 1/x* -1,46 1,21 -0,25
Fatores |~ 1/x'"2 1,11 -0,42 0,68
w=1/ly 0,02 -0,83 -0,81
w = 1/y? -0,48 1,30 0,82
w=1/y"? 1,14 -0,33 0,81
Desmetilmirtazapina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 63,33 46,77 48,58 53,60 58,49 54,15
w = 1/x 63,19 44,11 48,84 53,92 55,11 53,04
w = 1/x"2 65,15 51,02 48,38 53,08 61,09 55,74
Z res (%)
w=1/ly 65,68 47,00 49,68 55,41 59,43 55,44
w=1/y? 65,44 43,66 51,22 57,76 56,75 54,97
w=1/y"? 64,99 50,96 48,88 53,93 61,63 56,08
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99217 0,99637 0,99331 0,99394 0,99160 0,9935
w = 1/x 0,99090 0,99436 0,99281 0,99212 0,99190 0,9924
2 w = 1/x"? 0,99111 0,99645 0,99185 0,99308 0,98959 0,9924
r w=1/ly 0,99189 0,99641 0,99281 0,99347 0,99086 0,9931
w = 1/y? 0,99013 0,99469 0,99181 0,99107 0,99126 0,9918
w = 1/y"? 0,99097 0,99643 0,99154 0,99279 0,98899 0,9921
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,66 -1,49 -2,15
w = 1/x -1,65 0,22 -1,43
Fatores | = 1/x'"? 0,74 0,23 0,97
w=1/y 0,47 -0,86 -0,38
w = 1/y? 0,06 1,23 1,29
w=1/y"? 1,04 0,67 1,70




Nortriptilina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 76,93 48,75 74,08 55,17 57,81 62,55
w = 1/x* 60,50 44,43 60,80 53,99 55,98 55,14
3 res (%) |" ° 1/x'"2 87,92 52,43 84,30 59,50 60,20 68,87
w=1ly 79,13 49,13 75,76 55,01 57,51 63,31
w = 1/y? 64,85 45,07 64,65 53,12 55,34 56,61
w=1/y"? 89,25 52,69 85,57 59,41 60,41 69,46
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99211 0,99716 0,99266 0,99379 0,99458 0,99406
w = 1/x 0,99072 0,99589 0,99085 0,99182 0,99273 0,99240
5 w = 1/x"2 0,99116 0,99707 0,99193 0,99325 0,99438 0,99356
r w=1/ly 0,99209 0,99717 0,99265 0,99383 0,99450 0,99405
w = 1/y? 0,99120 0,99616 0,99126 0,99156 0,99298 0,99263
w=1/y"? 0,99107 0,99705 0,99191 0,99328 0,99426 0,99351
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,02 -0,98 -1,00
w = 1/x -1,26 1,37 0,11
Fatores |~ 1/x'"2 1,04 -0,27 0,77
w=1/ly 0,11 -0,97 -0,86
w = 1/y? -1,01 1,05 0,04
w=1/y"? 1,14 -0,21 0,93
Paroxetina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 76,01 44,66 74,59 55,88 72,67 64,76
w = 1/x 66,11 44,11 67,71 55,92 63,39 59,45
w = 1/x"? 80,53 50,97 83,46 62,11 78,34 71,08
w=1/ly 77,28 44,36 76,49 57,15 75,59 66,17
w = 1/y? 70,59 45,38 69,42 59,32 66,33 62,21
w = 1/y"? 81,12 50,74 84,57 62,96 79,27 71,73
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99121 0,99551 0,99043 0,99144 0,99110 0,9919
w = 1/x 0,98684 0,99449 0,98927 0,99064 0,98997 0,9902
2 w = 1/x"2 0,99022 0,99508 0,98890 0,98987 0,98949 0,9907
r w=1/ly 0,99062 0,99555 0,99024 0,99073 0,99059 0,9915
w = 1/y? 0,98751 0,99458 0,98883 0,98923 0,98993 0,9900
w = 1/y"? 0,98965 0,99508 0,98877 0,98943 0,98903 0,9904
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,23 -1,47 -1,71
w = 1/x -1,33 0,73 -0,60
Fatores | = 1/x'"? 1,07 0,12 1,19
w=1/ly 0,06 -0,96 -0,90
w = 1/y? -0,76 1,03 0,27
w=1/y"? 1,20 0,54 1,74




Reboxetina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 49,24 39,56 52,20 47,51 44,19 46,54
w = 1/x 47,18 37,74 48,66 45,66 43,54 44,56
3 res (%) |" ° 1/x'"2 52,15 42,20 56,66 53,85 49,01 50,77
w=1ly 49,61 39,53 52,46 47,11 43,91 46,52
w = 1/y? 47,85 37,37 49,36 47,44 43,69 45,14
w = 1/y"? 52,42 42,23 56,69 53,55 48,85 50,75
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99472 0,99792 0,99535 0,99508 0,99598 0,99581
w = 1/x 0,99449 0,99627 0,99452 0,99262 0,99523 0,99463
5 w = 1/x"? 0,99362 0,99811 0,99480 0,99491 0,99554 0,99539
r w=1/ly 0,99442 0,99801 0,99530 0,99506 0,99593 0,99574
w = 1/y? 0,99418 0,99673 0,99450 0,99316 0,99536 0,99479
w=1/y"? 0,99340 0,99812 0,99475 0,99481 0,99547 0,99531
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,31 -1,09 -1,40
w = 1/x -1,03 1,34 0,31
Fatores |~ 1/x'"2 1,24 -0,24 1,00
w=1/ly -0,31 -0,96 -1,27
w = 1/y? -0,82 1,01 0,19
w=1/y"? 1,23 -0,07 1,17
Sertralina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 60,08 59,16 56,15 48,93 62,11 57,29
w = 1/x 61,22 57,86 54,46 47,83 62,58 56,79
w = 1/x"? 67,91 62,80 57,34 51,68 62,28 60,40
w=1/ly 59,44 61,83 56,95 50,05 64,93 58,64
w = 1/y? 62,65 60,21 57,53 49,28 66,43 59,22
w = 1/y"? 67,77 64,71 57,50 52,37 64,25 61,32
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99001 0,99307 0,99355 0,99485 0,99355 0,9930
w = 1/x 0,99035 0,98895 0,99262 0,99382 0,98900 0,9909
2 w = 1/x"? 0,98741 0,99317 0,99270 0,99386 0,99369 0,9922
r w=1/ly 0,99002 0,99302 0,99329 0,99482 0,99324 0,9929
w = 1/y? 0,99047 0,98903 0,99226 0,99379 0,98732 0,9906
w = 1/y"? 0,98729 0,99313 0,99253 0,99392 0,99358 0,9921
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,95 -1,07 -2,01
w = 1/x -1,23 1,00 -0,23
Fatores | = 1/x'"? 0,83 -0,22 0,61
w=1/ly -0,17 -0,94 -1,11
w = 1/y? 0,16 1,38 1,54
w=1/y"? 1,36 -0,15 1,21




Demetilsertralina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 51,38 46,92 67,98 65,77 57,57 57,92
w = 1/x* 51,59 46,60 67,74 65,92 57,48 57,86
3 res (%) w = 1/x"2 50,53 48,03 69,23 65,80 59,77 58,67
w=1ly 53,54 47,37 69,49 67,30 61,20 59,78
w = 1/y? 55,74 45,65 70,98 68,78 61,93 60,62
w=1/y"? 51,26 48,23 68,78 66,49 62,69 59,49
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99105 0,99647 0,99088 0,99230 0,99208 0,99256
w = 1/x 0,99336 0,99370 0,98774 0,98984 0,98579 0,99009
5 w = 1/x"2 0,98816 0,99628 0,98986 0,99067 0,99325 0,99164
r w=1/ly 0,98969 0,99656 0,99052 0,99172 0,99198 0,99209
w = 1/y? 0,99204 0,99464 0,98842 0,98940 0,98669 0,99024
w=1/y"? 0,98708 0,99627 0,98946 0,99022 0,99311 0,99123
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -1,04 -1,26 -2,29
w = 1/x* -1,09 1,23 0,14
Fatores |~ 1/x'"2 -0,35 -0,34 -0,69
w=1/y 0,66 -0,79 -0,13
w = 1/y? 1,42 1,08 2,50
w=1/y"? 0,40 0,08 0,47
Tianeptina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 69,99 38,52 66,18 41,80 65,00 56,30
w = 1/x 65,04 38,51 54,28 37,46 58,59 50,78
w = 1/x"? 75,59 43,96 81,78 48,18 70,54 64,01
w=1/ly 70,84 38,16 67,04 42,54 65,24 56,76
w = 1/y? 67,80 38,95 54,78 38,83 59,44 51,96
w = 1/y"? 75,97 43,55 82,77 48,92 70,68 64,38
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99182 0,99725 0,99269 0,99676 0,99416 0,9945
w = 1/x 0,98894 0,99467 0,99214 0,99607 0,99227 0,9928
2 w = 1/x"? 0,99086 0,99757 0,99205 0,99636 0,99358 0,9941
r w=1/ly 0,99139 0,99729 0,99271 0,99665 0,99416 0,9944
w = 1/y? 0,98771 0,99497 0,99227 0,99600 0,99269 0,9927
w = 1/y"? 0,99062 0,99756 0,99200 0,99627 0,99353 0,9940
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,18 -0,97 -1,15
w = 1/x -1,14 1,19 0,05
Fatores | = 1/x'"? 1,15 -0,40 0,75
w=1/y -0,10 -0,84 -0,95
w = 1/y? -0,93 1,30 0,37
w=1/y"? 1,21 -0,29 0,93




Trazodona

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 50,54 34,19 61,13 32,50 56,69 47,01
w = 1/x* 44,06 33,95 61,26 32,63 51,89 44,76
3 res (%) |" ° 1/x'"2 60,58 35,15 75,48 34,54 60,55 53,26
w=1/y 51,79 33,97 62,64 32,30 57,29 47,60
w = 1/y? 44,28 34,69 65,07 33,74 53,55 46,27
w = 1/y"? 61,83 34,78 75,90 34,43 60,75 53,54
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99576 0,99811 0,99019 0,99757 0,99451 0,99523
w = 1/x 0,99510 0,99568 0,98972 0,99621 0,99206 0,99375
2 w = 1/x"? 0,99531 0,99850 0,98840 0,99755 0,99441 0,99483
r w=1/ly 0,99580 0,99807 0,99007 0,99752 0,99434 0,99516
w = 1/y? 0,99538 0,99544 0,98869 0,99597 0,99220 0,99354
w=1/y"? 0,99529 0,99849 0,98842 0,99752 0,99399 0,99474
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w=1/x -0,46 -0,95 -1,41
w = 1/x -1,07 1,09 0,03
Fatores |~ 1/x'"2 1,21 -0,41 0,81
w=1/y -0,30 -0,86 -1,16
w = 1/y? -0,66 1,39 0,73
w=1/y"? 1,29 -0,27 1,01
m-CPP
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 65,69 35,69 50,58 43,40 62,37 51,54
w = 1/x 64,97 34,82 50,40 43,45 60,15 50,76
w = 1/x"? 69,57 37,01 50,00 42,22 65,96 52,95
w=1/ly 69,59 35,39 50,76 45,04 65,24 53,20
w=1/y? 70,50 34,11 50,59 47,04 64,90 53,43
w = 1/y"? 72,19 36,79 50,14 43,01 67,60 53,95
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99250 0,99776 0,99411 0,99436 0,99255 0,9943
w = 1/x 0,98876 0,99587 0,99390 0,99372 0,99119 0,9927
2 w=1/x"2 | 0,99263 0,99786 0,99314 0,99315 0,99152 0,9937
r w=1/ly 0,99179 0,99774 0,99407 0,99394 0,99201 0,9939
w = 1/y? 0,98724 0,99591 0,99382 0,99302 0,99000 0,9920
w = 1/y"? 0,99226 0,99783 0,99312 0,99286 0,99120 0,9935
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,89 -1,11 -2,00
w = 1/x -1,54 0,77 -0,77
Fatores | = 1/x'"? 0,26 -0,40 -0,14
w=1/y 0,46 -0,70 -0,23
w = 1/y? 0,64 1,59 2,23
w=1/y"? 1,07 -0,15 0,92




Trimipramina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w=1/x 68,80 45,43 51,53 47,41 61,84 55,00
w = 1/x* 65,90 42,94 48,67 45,75 55,84 51,82
w = 1/x"2 71,89 46,99 56,66 48,91 67,65 58,42
2 res (%)
w=1ly 67,63 45,59 52,40 47,17 63,70 55,30
w = 1/y? 64,34 43,64 47,90 46,05 60,27 52,44
w=1/y"? 71,35 46,95 57,05 48,68 68,28 58,46
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99368 0,99704 0,99495 0,99624 0,99084 0,99455
w = 1/x2 0,98841 0,99503 0,99360 0,99435 0,98999 0,99227
. |w=1/x"*| 0,99405 0,99705 0,99444 0,99614 0,98912 0,99416
f w=1/y 0,99387 0,99702 0,99485 0,99628 0,99013 0,99443
w = 1/y? 0,98958 0,99534 0,99374 0,99444 0,98973 0,99256
w=1/y"? [ 0,99405 0,99700 0,99432 0,99615 0,98850 0,99400
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w=1/x -0,08 -0,90 -0,98
w = 1/x* -1,21 1,41 0,20
Fatores |W = 1/x"? 1,12 -0,50 0,62
w=1/ly 0,02 -0,78 -0,76
w = 1/y? -0,99 1,11 0,12
w=1/y"? 1,14 -0,34 0,79
Desmetiltrimipramina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 73,75 34,83 70,82 47,79 53,17 56,07
w = 1/x2 65,99 33,71 56,40 47,81 51,02 50,99
w = 1/x"2 78,48 36,66 92,85 51,36 53,13 62,49
w=1/y 74,48 34,55 73,32 49,03 53,41 56,96
w=1/y? 68,80 33,60 60,80 51,42 52,35 53,39
w=1/y"? 78,60 36,54 95,08 51,47 52,97 62,93
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r?
w = 1/x 0,99208 0,99817 0,99111 0,99463 0,99477 0,9942
w = 1/x2 0,98633 0,99626 0,99181 0,99313 0,99319 0,9921
2 w=1/x"2 | 0,99230 0,99830 0,98946 0,99400 0,99417 0,9936
r w=1/y 0,99206 0,99813 0,99101 0,99443 0,99461 0,9940
w = 1/y? 0,98778 0,99618 0,99164 0,99245 0,99349 0,9923
w=1/y"? 0,99208 0,99827 0,98936 0,99389 0,99398 0,9935
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,22 -0,98 -1,20
w = 1/x2 -1,28 1,33 0,05
Fatores |W = 1/x'"? 1,12 -0,40 0,72
w=1/ly -0,04 -0,86 -0,89
w = 1/y? -0,78 1,15 0,37
w=1/y"? 1,21 -0,25 0,96




Venlafaxina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 48,81 46,48 52,68 37,36 63,14 49,70
w = 1/x 46,48 48,37 52,65 36,21 63,30 49,40
3 res (%) |" ° 1/x'"2 49,51 49,59 51,83 43,45 63,00 51,48
w=1ly 47,04 47,63 53,94 37,49 65,58 50,34
w = 1/y? 48,82 48,30 54,53 37,44 67,79 51,37
w=1/y"? 49,32 50,91 51,70 43,43 65,39 52,15
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99605 0,99681 0,99406 0,99742 0,99245 0,99536
w = 1/x 0,99365 0,99339 0,99301 0,99582 0,98788 0,99275
5 w = 1/x"2 0,99593 0,99721 0,99328 0,99750 0,99269 0,99532
r w=1ly 0,99588 0,99668 0,99392 0,99739 0,99220 0,99522
w = 1/y? 0,99292 0,99328 0,99263 0,99574 0,98775 0,99246
w=1/y"? 0.95849 0,99714 0,99318 0,99748 0,99250 0,99508
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,95 -0,73 -1,68
w = 1/x -1,22 1,18 -0,04
Fatores |~ 1/x"? 0,67 -0,70 -0,03
w=1/ly -0,37 -0,62 -0,99
w = 1/y? 0,58 1,39 1,97
w=1/y"? 1,29 -0,52 0,77
Desmetilvenlafaxina
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 47,49 42,56 55,18 50,94 66,04 52,44
w = 1/x 46,59 40,32 55,21 49,80 64,15 51,21
w = 1/x"? 46,97 44,32 54,20 54,00 70,54 54,00
w=1/ly 49,49 44,45 56,30 51,71 69,80 54,35
w=1/y? 47,97 42,55 57,42 50,29 70,92 53,83
w=1/y"? 47,31 45,45 54,75 54,77 72,72 55,00
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r’
w = 1/x 0,99637 0,99749 0,99264 0,99427 0,99281 0,9947
w = 1/x 0,99348 0,99476 0,99217 0,99313 0,98824 0,9924
2 w=1/x"*| 0,99640 0,99776 0,99112 0,99303 0,99303 0,9943
r w=1/ly 0,99620 0,99735 0,99243 0,99401 0,99234 0,9945
w = 1/y? 0,99247 0,99400 0,99183 0,99248 0,98620 0,9914
w = 1/y"? 0,99634 0,99770 0,99100 0,99286 0,99285 0,9941
Normalizacédo T res (1-r%) Soma
w = 1/x -0,74 -0,86 -1,60
w = 1/x2 -1,62 0,89 -0,73
Fatores | = 1/x'"? 0,38 -0,53 -0,14
w=1/ly 0,63 -0,67 -0,04
w = 1/y? 0,26 1,60 1,85
w=1/y"? 1,10 -0,44 0,66




Vortioxetina

Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média X res (%)
w = 1/x 67,45 46,97 59,38 44,17 60,51 55,70
w = 1/x 62,54 42,23 55,07 43,57 57,49 52,18
3 res (%) w = 1/x"? 69,63 50,65 64,27 46,00 64,73 59,06
w=1ly 67,30 47,09 59,66 44,89 61,32 56,05
w = 1/y? 65,50 43,56 55,78 46,57 58,83 54,05
w=1/y"? 69,21 50,67 64,50 46,08 65,06 59,10
Data Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Média r
w = 1/x 0,99384 0,99705 0,99449 0,99587 0,99482 0,99521
w = 1/x 0,98910 0,99466 0,99306 0,99430 0,99238 0,99270
5 w=1/x"? | 0,99416 0,99721 0,99372 0,99542 0,99460 0,99502
r w=1/ly 0,99381 0,99702 0,99431 0,99561 0,99479 0,99511
w = 1/y? 0,98948 0,99462 0,99290 0,99371 0,99304 0,99275
w=1/y"? 0,99408 0,99718 0,99359 0,99525 0,99449 0,99492
Normalizacéo T res (1-r) Soma
w = 1/x -0,12 -0,77 -0,88
w = 1/x -1,40 1,31 -0,10
Fatores |~ 1/x'"2 1,11 -0,61 0,50
w=1/ly 0,01 -0,68 -0,67
w = 1/y? -0,72 1,27 0,54
w=1/y"? 1,13 -0,52 0,60




D.3 Linearidade

135



Estudo Linearidade da Amitriptilina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 2607325 8372147 0,311 50 0,311
100 5250771 9201353 0,571 100 0,571
150 7306873 9904673 0,738 150 0,738
200 9209163 8103575 1,136 200 1,136
400 17284094 9457653 1,828 400 1,828
500 19585634 7787791 2,515 2,515
600 23876148 8122443 2,940 600 2,940
700 27696292 8271151 3,349 700 3,349
800 32075617 9284476 3,455 1000 4,660
1000 41102900 8821058 4,660 Desprezando o ponto de calibragéo a 800 ng/mL

Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Amitriptilina

w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo < 1,000
o
R 0,998251393 < 0,500
Quadrado de R 0,996505844 0,000
Erro-padréo 0,09336611 0 100 200 300 400 500 600
Observacdes k4 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrao 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,090938026 0,042838725 -0,010359462 0,192235514
Declive 0,004656198 0,000151639 0,004297629 0,005014767
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto Residuais
50 0,323747934 -0,012319481 .
Desenho de residuais
100 0,557856069 0,012796004
150 0,785321391 -0,047601613 0,1
200 1,012786713 0,123645398 0.05 TS
400 1,922648001 -0,09512345 § * * *
500 2,377578645 0,137336606 2 0 e* T e 1
600 2,832509288 0,107018755 £ 505 @100 230 300 400 500
700 3,287439932 0,061101494 *
1000 4,652231864 0,007401883 -0,1 .,
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Bupropiona

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 652363 8372147 0,078 25 0,078
50 1383100 9201353 0,150 50 0,150
75 1822742 9904673 0,184 75 0,184
100 2516946 8103575 0,311 100 0,311
200 4819261 9457653 0,510 200 0,510
250 5540145 7787791 0,711 250 0,711
300 6759693 8122443 0,832 300 0,832
350 7693587 8271151 0,930 350 0,930
400 9480392 9284476 1,021 400 1,021
500 12426755 8821058 1,409 500 1,409
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Bupropiona
w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo ] 1,000
R 0,997297721 < 0,500
Quadrado de R 0,994602745
0,000
Erro-padrao 0,038633844 0 100 200 300 400 500 600
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,010357577 0,016201842 -0,027003937 0,047719092
Declive 0,002681108 0,000109633 0,002428293 0,002933922
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,077385273 0,000535363 Desenho de residuais
50 0,144412969 0,005901875
75 0,211440665 -0,027412216 01 1
100 0,278468362 0,032128613 0,05 - L 4
200 0,546579146 -0,037017096 § °* * o
250 0,680634538 0,030754007 E 0 >-® ' ' ' * ' '
300 0,81468993 0,017534198 e 005 | $100 230 300 400 500
350 0,948745323 -0,018574116 ' ¢
400 1,082800715 -0,061699309 -0,1 -
Variavel X 1

500 1,350911499

0,057848681




Estudo Linearidade da Citalopram

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 2423025 8372147 0,289 50 0,289
100 5017840 9201353 0,545 100 0,545
150 7262265 9904673 0,733 150 0,733
200 8942835 8103575 1,104 200 1,104
400 19060507 9457653 2,015 400 2,015
500 20360350 7787791 2,614 500 2,614
600 25215789 8122443 3,104 600 3,104
700 30910358 8271151 3,737 700 3,737
800 33711306 9284476 3,631 1000 5,358
1000 47263315 8821058 5,358 Desprezando o ponto de calibracdo a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Citalopram
w=1/x
6,000
Estatistica de regressdo ] 4,000
R 0,999255523 < 2,000
Quadrado de R 0,998511601
0,000
Erro-padrao 0,068048144 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,012374828 0,031222204 -0,061453952 0,086203608
Declive 0,005240407 0,000110519 0,00497907 0,005501743
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
50 0,274395165 0,015019818 Desenho de residuais
100 0,536415503 0,008921687
150 0,79843584 -0,065219844 0,15
200 1,060456177 0,04311038 01 *
400 2,108537525 -0,093184869 § 0,05 o . ¢
500 2,632578199 -0,018184594 E 0 * ! P ! ! ! !
600 3,156618873 -0,052160088 & -0,05 o200 400 - 6g0 800 1000 1200
700 3,680659547 0,056469375 0,1 ¢
1000 5,25278157 0,105228134 -0,15
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Desmetilcitalopram

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 1493671 8372147 0,178 25 0,178
50 3266284 9201353 0,355 50 0,355
75 4124223 9904673 0,416 75 0,416
100 5503493 8103575 0,679 100 0,679
200 11238141 9457653 1,188 200 1,188
250 12700739 7787791 1,631 250 1,631
300 15799449 8122443 1,945 300 1,945
350 17880815 8271151 2,162 350 2,162
400 21033939 9284476 2,265 500 3,076
500 27136374 8821058 3,076 Desprezando o ponto de calibracdo a 400 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Desmetilcitalopram
w=1/x
4,000
Estatistica de regressdo ] 3,000
R 0,998107499 g 2000
Quadrado de R 0,996218579 1,000
0,000
Erro-padrao 0,056580476 0 100 200 300 400 500 600
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,022422221 0,025960549 -0,038964722 0,083809164
Declive 0,00617813 0,000183788 0,00574354 0,006612721
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,176875482 0,001534077 Desenho de residuais
50 0,331328744 0,023649851
75 0,485782005 -0,069390364 01 1
100 0,640235267 0,038908547 0,05 - L g
200 1,258048312 -0,06978936 '§ '3 ¢
250 1,566954835 0,063897738 E 0 ! ! ! ! ! !
300 1,875861358 0,069298489 e -0,05 1 100 200 300 ¢ 400 530 600
350 2,184767881 -0,022938834 L 4 L 4
500 3,11148745 -0,035170143 -0,1 -
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Clomipramina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 1437443 8372147 0,172 25 0,172
50 2851712 9201353 0,310 50 0,310
75 4081475 9904673 0,412 75 0,412
100 5058076 8103575 0,624 100 0,624
200 10660896 9457653 1,127 200 1,127
250 11491368 7787791 1,476 250 1,476
300 14933067 8122443 1,838 300 1,838
350 16544499 8271151 2,000 350 2,000
400 19660654 9284476 2,118 400 2,118
500 24580017 8821058 2,787 500 2,787
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Clomipramina
w=1/x
3,000
Estatistica de regressdo ] 2,000
R 0,998016037 < 1,000
Quadrado de R 0,99603601
0,000
Erro-padréao 0,075574776 0 100 200 300 400 500
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,032090859 0,031693729 -0,040995011 0,105176729
Declive 0,005574492 0,000214462 0,005079941 0,006069043
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,171453166 0,00024029 Desenho de residuais
50 0,310815472 -0,000892369
75 0,450177779 -0,038102081 02
100 0,589540086 0,034638212 0,1 ¢
200 1,146989312 -0,019765057 '§ * ¢
250 1,425713925 0,049848098 E 0 *
300 1,704438538 0,134056019 e 01 100 200 300 400 500
350 1,983163152 0,017102434 '3
400 2,261887765 -0,144304212 -0,2 .
500 2,819336991 -0,032821335 Varidvel X 1




Estudo Linearidade da Desmetilclomipramina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 601987 8372147 0,072 25 0,072
50 1188143 9201353 0,129 50 0,129
75 1613009 9904673 0,163 75 0,163
100 2183420 8103575 0,269 100 0,269
200 4431264 9457653 0,469 200 0,469
250 4895297 7787791 0,629 250 0,629
300 5923980 8122443 0,729 300 0,729
350 7048136 8271151 0,852 350 0,852
400 7788812 9284476 0,839 500 1,162
500 10251001 8821058 1,162 Desprezando o ponto de calibracdo a 400 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Desmetilclomipramina
w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo ] 1,000
=
R 0,99826604 < 0,500
Quadrado de R 0,996535087
~ 0,000
Erro-padrao 0,021793502 0 100 200 300 400 500 600
Ob: 0 9 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,010679731 0,009999408 -0,012965112 0,034324574
Declive 0,002366435 7,07911E-05 0,00219904 0,002533829
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,069840597 0,002062945 Desenho de residuais
50 0,129001463 0,000125509
75 0,188162329 -0,025309005 0,04
100 0,247323195 0,022115873 002 '3 *
200 0,483966658 -0,015429278 '§ * *
<
250 0,60228839 0,026297699 E 0 *— ! ! ! ! !
Q
300 0,720610122 0,008724676 < 002 100 230 300 400 500 600
350 0,838931853 0,013203033 ’ * P
500 1,193897049 -0,031791451 -0,04 Varidvel X 1
ariave




Estudo Linearidade da Dosulepina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 987533 8372147 0,118 25 0,118
50 2182311 9201353 0,237 50 0,237
75 2806497 9904673 0,283 75 0,283
100 3588168 8103575 0,443 100 0,443
200 7196398 9457653 0,761 200 0,761
250 7819710 7787791 1,004 250 1,004
300 10339142 8122443 1,273 300 1,273
350 11458084 8271151 1,385 350 1,385
400 13144643 9284476 1,416 400 1,416
500 16748405 8821058 1,899 500 1,899
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Dosulepina
w=1/x
2,000
1,500
Estatistica de regressdo ]
» 1,000
R 0,996676239 <
0,500
Quadrado de R 0,993363525
E dra 0,06448218 0,000
fro-padrao » 0 100 200 300 400 500
Ob: 0 10 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,031256959 0,027041836 -0,031101628 0,093615545
Declive 0,003780609 0,000182984 0,003358647 0,004202572
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,125772186 -0,007817612 . .
Desenho de residuais
50 0,220287413 0,016885403
75 0,31480264 -0,031451869 0.2 7
100 0,409317867 0,033470411 01 'S
v
200 0,787378776 -0,026471395 s . * * ¢
250 0,97640923 0,027689429 E 0 L 4 * ! 8 ! ! !
o
300 1,165439684 0,107470755 = 01 4 100 200 300 400 500
350 1,354470138 0,030836932 ’ L 4
400 1,543500593 -0,127734919 -0,2 - .
Variavel X 1
500 1,921561501 -0,022877136




Estudo Linearidade da Desmetildosulepina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 591462 8372147 0,071 25 0,071
50 1244851 9201353 0,135 50 0,135
75 1735857 9904673 0,175 75 0,175
100 2025670 8103575 0,250 100 0,250
200 4439344 9457653 0,469 200 0,469
250 4714234 7787791 0,605 250 0,605
300 5826799 8122443 0,717 300 0,717
350 6919624 8271151 0,837 350 0,837
400 8003362 9284476 0,862 500 1,223
500 10942425 8821058 1,240 Desprezando o ponto de calibracdo a 400 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Desmetildosulepina
w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo ] 1,000
=
R 0,999498728 < 0,500
Quadrado de R 0,998997708
~ 0,000
Erro-padrao 0,012944355 0 100 200 300 400 500 600
Ob: 0 9 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,009764646 0,005939196 -0,004279322 0,023808614
Declive 0,002375926 4,20467E-05 0,002276501 0,002475351
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,069162798 0,001483587 Desenho de residuais
50 0,128560951 0,006728995
75 0,187959103 -0,012702785 0,03 1 V'S
100 0,247357255 0,002615109 0,02 -
200 0,484949864 -0,015558202 '§ 001
’ 2
250 0,603746169 0,001590336 2
g o ® ¢ —® ‘ ‘ ‘
300 0,722542474 -0,00517218 < 100 200 100 ¢ 400 500 600
350 0,841338778 -0,00474133 -0,01 1 2 2 *
500 1,197727692 0,025756473 -0,02 - Varidvel X 1
ariave




Estudo Linearidade da Duloxetina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 595241 8372147 0,071 50 0,071
100 1179695 9201353 0,128 100 0,128
150 1488903 9904673 0,150 150 0,150
200 2294440 8103575 0,283 200 0,283
400 4385003 9457653 0,464 400 0,464
500 5091253 7787791 0,654 500 0,654
600 5774696 8122443 0,711 600 0,711
700 7232960 8271151 0,874 700 0,874
800 8270395 9284476 0,891 800 0,891
1000 11057988 8821058 1,254 1000 1,254
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Duloxetina
w=1/x
1,000
Estatistica de regressdo ]
R 0,995630806 g 0500
Quadrado de R 0,991280701
0,000
Erro-padrao 0,042372255 0 200 600 1000
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,007239714 0,017769616 -0,033737095 0,048216522
Declive 0,001201682 6,01209E-05 0,001063043 0,001340321
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
50 0,067323807 0,003773932 Desenho de residuais
100 0,1274079 0,000801
150 0,187491994 -0,037168736 01
200 0,247576087 0,035563106 " 0,05 *
400 0,487912461 -0,024266505 ‘© L 4
500 0,608080648 0,045667353 é 0 *-o ! . !
600 0,728248834 -0,0172932 e -0,05 400 680 1000
700 0,848417021 0,026063412
800 0,968585208 -0,077808494 -0,1
Variavel X 1

1000

1,208921582

0,044668132




Estudo Linearidade da Fluoxetina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 562623 8372147 0,067 50 0,067
100 1172397 9201353 0,127 100 0,127
150 1497712 9904673 0,151 150 0,151
200 1830438 8103575 0,226 200 0,226
400 3918938 9457653 0,414 400 0,414
500 4145840 7787791 0,532 500 0,532
600 5316637 8122443 0,655 600 0,655
700 6266598 8271151 0,758 700 0,758
800 6970827 9284476 0,751 1000 1,018
1000 8983961 8821058 1,018 Desprezando o ponto de calibracdo a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Fluoxetina
w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo ] 1,000
R 0,998694262 < 0,500
Quadrado de R 0,997390228
0,000
Erro-padrao 0,017504457 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,015584213 0,008215016 -0,003841214 0,035009639
Declive 0,001029417 2,90792E-05 0,000960656 0,001098179
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
50 0,067055084 0,000146617 Desenho de residuais
100 0,118525956 0,008889713
150 0,169996827 -0,018784201 0,04 1
200 0,221467699 0,004412534 0,02 - ¢ ¢
400 0,427351185 -0,012984293 '3 'S
500 0,530292928 0,002058308 é 0% ? *— ! ! !
600 0,633234671 0,021326623 e -0,02 1 ’200 600 800 1000 1200
700 0,736176414 0,021468807 4
1000 1,045001642 -0,026534107 -0,04 -
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Desmetilfluoxetina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 421327 8372147 0,050 50 0,050
100 893629 9201353 0,097 100 0,097
150 1102640 9904673 0,111 150 0,111
200 1527710 8103575 0,189 200 0,189
400 2847659 9457653 0,301 400 0,301
500 3139949 7787791 0,403 500 0,403
600 3866271 8122443 0,476 600 0,476
700 4505572 8271151 0,545 700 0,545
800 5172265 9284476 0,557 1000 0,752
1000 6630380 8821058 0,752 Desprezando o ponto de calibracdo a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Desmetilfluoxetina
w=1/x
1,000
Estatistica de regressdo ]
R 0,997351399 g 0500
Quadrado de R 0,994709813
0,000
Erro-padrao 0,015020095 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,015242307 0,006891598 -0,001053733 0,031538347
Declive 0,000753184 2,43946E-05 0,0006955 0,000810868
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
50 0,052901515 -0,002576621 Desenho de residuais
100 0,090560724 0,006558522
150 0,128219932 -0,016894711 0,03 1
200 0,16587914 0,022643805 0,02 - ¢
400 0,316515974 -0,015420204 '§ 0,01 - . L 4 ¢
500 0,39183439 0,011354219 E 0 ‘ ‘ ‘ & ‘ ‘ ‘
600 0,467152807 0,008845725 e L4 200 400 600 800 1000 1200
700 0,542471224 0,002262193 -0,01 1 *
1000 0,768426474 -0,016772928 -0,02 - * ¢
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Fluvoxamina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 586329 8372147 0,070 50 0,070
100 1252303 9201353 0,136 100 0,136
150 1650156 9904673 0,167 150 0,167
200 2340855 8103575 0,289 200 0,289
400 4350345 9457653 0,460 400 0,460
500 4784309 7787791 0,614 500 0,614
600 5925117 8122443 0,729 600 0,729
700 7126963 8271151 0,862 700 0,862
800 8155615 9284476 0,878 1000 1,207
1000 10645426 8821058 1,207 Desprezando o ponto de calibracdo a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Fluvoxamina
w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo ] 1,000
R 0,997669341 < 0,500
Quadrado de R 0,995344114
0,000
Erro-padrao 0,021231997 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,01129783 0,009741776 -0,011737808 0,034333469

1000

1200

Declive 0,001197892 3,44836E-05 0,001116351 0,001279432
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
50 0,071192411 -0,001159106 . .
Desenho de residuais
100 0,131086992 0,005012834
150 0,190981573 -0,024377787 0,06 1
200 0,250876154 0,037990832 0,04 - TS
400 0,490454477 -0,030473046 § 0,02
500 0,610243638 0,004090887 2 * ¢
Q 0 "’—Y—A’—Y—.—\
N o

600 0,7300328 0,000558033 007 ¢ 200 200 600 800
700 0,849821962 0,011843254 e * .
1000 1,209189447 -0,002369836 -0,04 -

Variavel X 1




Estudo Linearidade da Imipramina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 3602793 8372147 0,430 50 0,430
100 8152712 9201353 0,886 100 0,886
150 10508272 9904673 1,061 150 1,061
200 14028327 8103575 1,731 200 1,731
400 26835356 9457653 2,837 400 2,837
500 28483994 7787791 3,658 500 3,658
600 37694152 8122443 4,641 600 4,641
700 43086702 8271151 5,209 700 5,209
800 48113002 9284476 5,182 1000 7,136
1000 62944011 8821058 7,136 Desprezando o ponto de calibracdo a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Imipramina
w=1/x
8,000
Estatistica de regressdo ] 6,000
R 0,997676009 g 4000
2,000
Quadrado de R 0,995357419
0,000
Erro-padrao 0,151340085 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,098966723 0,069438646 -0,065229583 0,26316303
Declive 0,007215769 0,000245796 0,006634553 0,007796985
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
50 0,459755155 -0,029424317 Desenho de residuais
100 0,820543586 0,065490462
150 1,181332017 -0,120391146 03 1
200 1,542120449 0,189007629 0,2 V'S *
400 2,985274174 -0,147851956 '§ 0,1 -
500 3,706851036 -0,049331786 E 0 ‘ ‘ ‘ ¢ ‘ ‘ ‘
600 4,428427899 0,212312946 < * 200 400 2 2 600 800 1000 1200
700 5,150004761 0,059270414 0.1 7 L 2 *
1000 7,314735349 -0,179082246 -0,2 - °*

Variavel X 1




Estudo Linearidade da Maprotilina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 4424799 8372147 0,529 50 0,529
100 10034880 9201353 1,091 100 1,091
150 11673647 9904673 1,179 150 1,179
200 16162747 8103575 1,995 200 1,995
400 28497509 9457653 3,013 400 3,013
500 32491594 7787791 4,172 500 4,172
600 39313411 8122443 4,840 600 4,840
700 44792432 8271151 5,416 700 5,416
800 54086409 9284476 5,825 1000 7,440
1000 65624522 8821058 7,440 Desprezando o ponto de calibracdo a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Maprotilina
w=1/x
8,000
6,000
Estatistica de regressdo ]
» 4,000
R 0,995373243 <
2,000
Quadrado de R 0,990767892
E dra 0,205695877 0,000
fro-padrao » 0 200 400 600 800 1000 1200
Ob: 0 9 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,220280364 0,094378454 -0,002889216 0,443449944
Declive 0,007483815 0,000334077 0,006693848 0,008273782
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
50 0,459755155 0,068759139 . .
Desenho de residuais
100 0,820543586 0,270043827
150 1,181332017 -0,002732025 06 7
L 4
200 1,542120449 0,452399995 04 - ¢ *
400 2,985274174 0,027894907 'g * P
500 3,706851036 0,465268484 2 02 4 .
o
600 4,428427899 0,411669145 = ¢ ®
L o Y T T T )
700 5,150004761 0,265496837 200 400 600 800 1000 1200
1000 7,314735349 0,124794201 -0,2 - .
Variavel X 1

Foi retirado um ponto devido a incluséo do valor zero nainterseccdo da curva com o eixo das ordenadas




Estudo Linearidade da Mianserina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 1175565 8372147 0,140 25 0,140
50 2584207 9201353 0,281 50 0,281
75 3461826 9904673 0,350 75 0,350
100 4250684 8103575 0,525 100 0,525
200 8687407 9457653 0,919 200 0,919
250 10185437 7787791 1,308 250 1,308
300 12855517 8122443 1,583 300 1,583
350 14819595 8271151 1,792 350 1,792
400 16533583 9284476 1,781 500 2,493
500 21990087 8821058 2,493 Desprezando o ponto de calibracdo a 400 ng/mL
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Mianserina
w=1/x
3,000
Estatistica de regressdo ] 2,000
R 0,998116038 < 1,000
Quadrado de R 0,996235626
0,000
Erro-padrao 0,051668002 0 100 200 300 400 500 600
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,011764606 0,023706582 -0,044292552 0,067821764
Declive 0,005017955 0,000167831 0,004621097 0,005414813
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,279360939 -0,138947155 Desenho de residuais
50 0,459755155 -0,178904416
75 0,64014937 -0,29063491 0 e ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 0,820543586 -0,295999346 ’130 200 300 400 500 600
200 1,542120449 -0,623562047 § 0 o o,
250 1,90290888 -0,595036379 E ®
300 2,263697311 -0,680981671 @ -1
350 2,624485742 -0,832764793 °*
500 3,706851036 -1,213942912 -1,5 -
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Desmetilmianserina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 1582031 8372147 0,189 25 0,189
50 3275563 9201353 0,356 50 0,356
75 4394338 9904673 0,444 75 0,444
100 5751295 8103575 0,710 100 0,710
200 11449411 9457653 1,211 200 1,211
250 13104534 7787791 1,683 250 1,683
300 15585964 8122443 1,919 300 1,919
350 18515298 8271151 2,239 350 2,239
400 21051595 9284476 2,267 400 2,267
500 26158522 8821058 2,965 500 2,965
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Desmetilmianserina
w=1/x
3,000
Estatistica de regressdo ] 2,000
R 0,996801495 < 1,000
Quadrado de R 0,99361322
0,000
Erro-padrao 0,0997504 0 100 200 300 400 500
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,046509338 0,04183224 -0,049955981 0,142974656
Declive 0,006007475 0,000283067 0,005354723 0,006660228
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,196696221 -0,007732654 Desenho de residuais
50 0,346883104 0,009104016
75 0,497069988 -0,053406866 02
100 0,647256871 0,062466284 0,1 ¢ *
200 1,248004404 -0,037406961 '§ * ¢
250 1,548378171 0,134324255 g 0 A4 * ! : ! ! '
300 1,848751938 0,070124462 2 0,1 #100 230 300 400 >00
350 2,149125704 0,089413778
400 2,449499471 -0,182102329 -0,2 y ¢
Variavel X 1
500 3,050247004 -0,084783983




Estudo Linearidade da Mirtazapina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 2434473 8372147 0,291 25 0,291
50 5185370 9201353 0,564 50 0,564
75 6719696 9904673 0,678 75 0,678
100 9210016 8103575 1,137 100 1,137
200 18003082 9457653 1,904 200 1,904
250 21018534 7787791 2,699 250 2,699
300 25281860 8122443 3,113 300 3,113
350 29421541 8271151 3,557 350 3,557
400 35154948 9284476 3,786 400 3,786
500 43824093 8821058 4,968 500 4,968
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Mirtazapina
w=1/x
6,000
Estatistica de regressdo ] 4,000
R 0,997475599 E 2,000
Quadrado de R 0,994957571
0,000
Erro-padrao 0,126925026 0 100 200 300 400 500
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,046029394 0,053228439 -0,076715607 0,168774396
Declive 0,009882545 0,000360181 0,009051966 0,010713125
RESULTADO RESIDUAL
Observacao Y previsto Residuais
25 0,293093028 -0,002310653 Desenho de residuais
50 0,540156662 0,023387556
75 0,787220295 -0,108783333 03 7
100 1,034283929 0,102253395 0.2 1 L 2
200 2,022538464 -0,118992095 80 . ¢ * "
250 2,516665731 0,182242728 T 0@ ‘ ‘ ‘ ‘ !
300 3,010792999 0,101800261 2 01 ¢ 100 30 300 400 >00
350 3,504920266 0,052207411 0,2 A *
400 3,999047533 -0,212625258 -0,3 -
Variavel X 1
500 4,987302068 -0,019180012




Estudo Linearidade da Desmetilmirtazapina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
10 1270749 8372147 0,152 10 0,152
20 2770878 9201353 0,301 20 0,301
30 3707104 9904673 0,374 30 0,374
40 4820320 8103575 0,595 40 0,595
80 9421928 9457653 0,996 80 0,996
100 11348147 7787791 1,457 100 1,457
120 14303023 8122443 1,761 120 1,761
140 16904184 8271151 2,044 140 2,044
160 18810620 9284476 2,026 160 2,026
200 23528320 8821058 2,667 200 2,667
Considerando um modelo de regresséo linear ponderada Linearidade da Desmetilmirtazapina
w=1/x
3,000
Estatistica de regressdo ] 2,000
R 0,996078315 < 1,000
Quadrado de R 0,99217201
0,000
Erro-padréao 0,101165508 0 50 100
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,01635929 0,042425692 -0,081474532 0,114193112

Declive

0,013566485

0,000717706

0,011911453

0,015221518

RESULTADO RESIDUAL

Observacao

Y previsto

Residuais

20
30
40
80

100

120

140

160

200

0,152024143
0,287688997

0,42335385
0,559018703
1,101678117
1,373007823

1,64433753
1,915667237
2,186996943
2,729656356

-0,000241268
0,013449051
-0,049075564
0,035819916
-0,105455555
0,084163657
0,116588786
0,128085005
-0,160967699
-0,062366329

0.2

0,1

Residuais
o

Desenho de residuais

2
L 4
L 4
o-® ‘ ‘
¢ 50 100
L 4
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Nortriptilina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 2797039 8372147 0,334 50 0,334
100 6361545 9201353 0,691 100 0,691
150 8687416 9904673 0,877 150 0,877
200 10655146 8103575 1,315 200 1,315
400 22233018 9457653 2,351 400 2,351
500 23704702 7787791 3,044 500 3,044
600 28039329 8122443 3,452 600 3,452
700 33728500 8271151 4,078 700 4,078
800 37972887 9284476 4,090 800 4,090
1000 45743845 8821058 5,186 1000 5,186
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Nortriptilina
w=1/x
6,000
Estatistica de regressdo ] 4,000
0,996046552 E 2,000
Quadrado de R 0,992108733
0,000
Erro-padrao 0,207737614 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,115236635 0,087118745 -0,085659552 0,316132822
Declive 0,005392291 0,000294754 0,004712588 0,006071994
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,384851168 -0,050762517 Desenho de residuais
100 0,654465701 0,036904864
150 0,924080235 -0,046977448 0.4 1
200 1,193694768 0,121174975 0,2 - * *
400 2,272152901 0,078643549 '§ L 4 L 4
500 2,811381968 0,232446817 E 0 ¢ & ! ! ! !
600 3,350611034 0,101469828 & 02 | 200 600 800 1000 1200
700 3,889840101 0,188008314 . *
800 4,429069168 -0,339135995 -0,4 - ..
1000 5,507527301 -0,321772385 Varidvel X 1




Estudo Linearidade da Paroxetina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 698912 8372147 0,083 50 0,083
100 1597496 9201353 0,174 100 0,174
150 1953587 9904673 0,197 150 0,197
200 2601306 8103575 0,321 200 0,321
400 5165350 9457653 0,546 400 0,546
500 5428897 7787791 0,697 500 0,697
600 6897701 8122443 0,849 600 0,849
700 8066030 8271151 0,975 700 0,975
800 8802203 9284476 0,948 1000 1,369
1000 12075144 8821058 1,369 Desprezando o ponto de calibracao a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Paroxetina
w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo ] 1,000
R 0,998224314 < 0,500
Quadrado de R 0,996451781
0,000
Erro-padrao 0,028392062 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,020623591 0,013026994 -0,010180354 0,051427536
Declive 0,001358461 4,61125E-05 0,001249422 0,001467499
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,09147746 -0,007996804 Desenho de residuais
100 0,157042431 0,016572931
150 0,222607402 -0,025368521 0,04 1 * L 4 * *
200 0,288172373 0,032834771 " 0,02 . .
400 0,550432258 -0,004276733 'g
500 0,6815622 0,015541357 E 0 * ! P ! ! ! !
600 0,812692142 0,036522996 & 002 | 200 400 600 800 1000 1200
700 0,943822085 0,031378356 ’ *
1000 1,337211912 0,031687767 -0,04 -
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Reboxetina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 4004801 8372147 0,478 50 0,478
100 8201500 9201353 0,891 100 0,891
150 11299037 9904673 1,141 150 1,141
200 14086450 8103575 1,738 200 1,738
400 29085755 9457653 3,075 400 3,075
500 31447119 7787791 4,038 500 4,038
600 40111893 8122443 4,938 600 4,938
700 47305963 8271151 5,719 700 5,719
800 52572395 9284476 5,662 1000 7,628
1000 67288917 8821058 7,628 Desprezando o ponto de calibracao a 800 ng/mL
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Reboxetina
w=1/x
10,000
Estatistica de regressdo ]
+ 5,000
R 0,998647675 <
Quadrado de R 0,997297179
0,000
Erro-padrao 0,155268605 0 200 400 600 800 1000 1200
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,086492125 0,07124115 -0,081966426 0,254950676
Declive 0,007802625 0,000252177 0,007206322 0,008398929
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,476623383 0,001724721 Desenho de residuais
100 0,866754642 0,024581583
150 1,2568859 -0,1161075 0,2 1 ¢ o
200 1,647017158 0,091283432 01 4 *
400 3,207542191 -0,132175197 '§ 0 +e * . . ¢ . . . .
500 3,987804707 0,050197868 % 01 ¢ 200 400 600 800 1000 1200
600 4,768067224 0,170335481 < * L 4
700 5,54832974 0,171063139 -0.2 1
1000 7,889117289 -0,260903527 -0,3 - ¢
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Sertralina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 684725 8372147 0,082 50 0,082
100 1660360 9201353 0,180 100 0,180
150 2233066 9904673 0,225 150 0,225
200 2923123 8103575 0,361 200 0,361
400 5729604 9457653 0,606 400 0,606
500 6570368 7787791 0,844 500 0,844
600 8019718 8122443 0,987 600 0,987
700 9518733 8271151 1,151 700 1,151
800 11141520 9284476 1,200 800 1,200
1000 16207405 8821058 1,837 Desprezando o ponto de calibracdo a 1000 ng/mL
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Sertralina
w=1/x
1,500
Estatistica de regressdo ] 1,000
4
R 0,997009049 < 0,500
Quadrado de R 0,994027044
E dra 0,042782044 0,000
fro-padrao 4 0 200 400 600 800 1000
Ob: 0 9 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,008971517 0,020151356 -0,038678868 0,056621901
Declive 0,001587246 7,33407E-05 0,001413823 0,00176067
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,088333835 -0,006547774 . .
Desenho de residuais
100 0,167696154 0,01275117
150 0,247058473 -0,021602658 0,05 7 P ¢ *
200 0,326420791 0,034299391 V'S ¢
400 0,643870066 -0,038053389 '§ 0 ! ! ! ! '
200 400 600 800 1000
500 0,802594704 0,041080821 E ¢ *
]
600 0,961319341 0,026033688 e -0,05
700 1,120043978 0,030791387 '3
800 1,278768616 -0,078752636 -0,1 - Varidvel X 1
ariave




Estudo Linearidade da Desmetilsertralina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 71146 8372147 0,008 25 0,008
50 135405 9201353 0,015 50 0,015
75 189034 9904673 0,019 75 0,019
100 210790 8103575 0,026 100 0,026
200 420220 9457653 0,044 200 0,044
250 484657 7787791 0,062 250 0,062
300 594199 8122443 0,073 300 0,073
350 683192 8271151 0,083 350 0,083
400 752932 9284476 0,081 500 0,122
500 1077191 8821058 0,122 Desprezando o ponto de calibracdo a 400 ng/mL
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Desmetilsertralina
w=1/x
0,150
Estatistica de regressdo ] 0,100
R 0,998558095 < 0,050
Quadrado de R 0,997118269
0,000
Erro-padrao 0,002331132 0 100 200 300 400 500 600
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,002484293 0,001069582 -4,48665E-05 0,005013453
Declive 0,000232696 7,57213E-06 0,000214791 0,000250601
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
25 0,00830169 0,000196214 Desenho de residuais
50 0,014119086 0,000596716
75 0,019936483 -0,000851148 0,004 ®
100 0,025753879 0,000258058 0,002 P
200 0,049023466 -0,004591757 § 0 le® o ‘ ¢ ‘ ‘ ‘
250 0,060658259 0,001574628 E 0,002 § ’100 200 300 ¢ 400 500 600
300 0,072293052 0,000862121 e«
350 0,083927845 -0,001328423 -0,004 ®
500 0,118832225 0,00328359 -0,006
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Tianeptina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 595241 8372147 0,071 50 0,071
100 1179695 9201353 0,128 100 0,128
150 1488903 9904673 0,150 150 0,150
200 2294440 8103575 0,283 200 0,283
400 4385003 9457653 0,464 400 0,464
500 5091253 7787791 0,654 500 0,654
600 5774696 8122443 0,711 600 0,711
700 7232960 8271151 0,874 700 0,874
800 8270395 9284476 0,891 800 0,891
1000 11057988 8821058 1,254 1000 1,254
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Tianeptina
w=1/x
1,000
Estatistica de regressdo ]
R 0,997339282 g 0500
Quadrado de R 0,994685643
0,000
Erro-padréao 0,213957508 0 200 400 600 800 1000
Observacdes S Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,060936984 0,098169098 -0,171196046 0,293070014
Declive 0,007920734 0,000347495 0,007099038 0,00874243
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,456973668 -0,009228336 Desenho de residuais
100 0,853010352 0,064323548
150 1,249047036 -0,199072857 04
200 1,645083721 0,107779442 0,2 . ® o *
400 3,229230457 -0,050337254 '§ 0 e * . 'S . . .
500 4,021303826 0,194404424 % 02 ’200 400 600 800 1000
600 4,813377194 0,17265564 e«
700 5,605450563 0,138567123 04 *
1000 7,981670668 -0,41909173 -0,6 ..
1000 1,208921582 0,044668132 Varidvel X 1




Estudo Linearidade da Trazodona

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
100 4449280 8372147 0,531 100 0,531
200 9522905 9201353 1,035 200 1,035
300 13879258 9904673 1,401 300 1,401
400 16657046 8103575 2,056 400 2,056
800 34362828 9457653 3,633 800 3,633
1000 36740628 7787791 4,718 1000 4,718
1200 43308402 8122443 5,332 1200 5,332
1400 53618723 8271151 6,483 1400 6,483
1600 61759237 9284476 6,652 1600 6,652
2000 74323419 8821058 8,426 2000 8,426
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Trazodona
w=1/x
8,000
6,000
Estatistica de regressdo ]
» 4,000
R 0,99787891 <
2,000
Quadrado de R 0,99576232
~ 0,000
Erro-padréao 0,239989058 0 1000 1500 2000
Ob: 0 10 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior
Ordenada na origem 0,154445645 0,100644006 -0,077639848
Declive 0,004302435 0,000170257 0,003909821
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
100 0,58468911 -0,053250764 Desenho de residuais
200 1,014932575 0,020013534
300 1,445176041 -0,043892188 04 . *
400 1,875419506 0,18009863 0,2
800 3,596393366 0,036942221 '§ 0 . 3 . V'S . .
1000 4,456880296 0,260841304 E 02 1000 1500 2000
v -0,
1200 5,317367226 0,014575799 e«
1400 6,177854156 0,304765065 04
1600 7,038341086 -0,386459389 -0,6 Varidvel X 1
ariave
2000 8,759314947 -0,333634211




Estudo Linearidade da m-CPP

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
10 310372 8372147 0,037 10 0,037
20 661360 9201353 0,072 20 0,072
30 858102 9904673 0,087 30 0,087
40 1162951 8103575 0,144 40 0,144
80 2074426 9457653 0,219 80 0,219
100 2514381 7787791 0,323 100 0,323
120 3219711 8122443 0,396 120 0,396
140 3849551 8271151 0,465 140 0,465
160 4453944 9284476 0,480 160 0,480
200 5701808 8821058 0,646 200 0,646
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da m-CPP
w=1/x
0,600
Estatistica de regressdo ] 0,400
R 0,99624442 E 0,200
Quadrado de R 0,992502945
0,000
Erro-padrao 0,020374695 0 50 100 150 200
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,004948621 0,008544519 -0,014755074 0,024652316
Declive 0,003133034 0,000144546 0,002799711 0,003466357
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
10 0,03627896 0,00079299 Desenho de residuais
20 0,067609299 0,00426703
30 0,098939638 -0,012303591 0,04
40 0,130269977 0,013240812 0,02 'S
80 0,255591333 -0,036252979 '§ . * * ¢
100 0,31825201 0,004609953 E 0 * ! ! ! !
120 0,380912688 0,015484186 & -0,02 50 100 150 200
140 0,443573366 0,021845613 4
160 0,506234044 -0,026514607 -0,04 * ..
Variavel X 1

200

0,6315554

0,014830593




Estudo Linearidade da Trimipramina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 3823974 8372147 0,457 50 0,457
100 8750506 9201353 0,951 100 0,951
150 11089826 9904673 1,120 150 1,120
200 15546878 8103575 1,919 200 1,919
400 29626867 9457653 3,133 400 3,133
500 32195376 7787791 4,134 500 4,134
600 38218400 8122443 4,705 600 4,705
700 48794456 8271151 5,899 700 5,899
800 55125572 9284476 5,937 800 5,937
1000 69445193 8821058 7,873 1000 7,873
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Trimipramina
w=1/x
8,000
6,000
Estatistica de regressdo ]
» 4,000
R 0,996835066 <
2,000
Quadrado de R 0,993680149
E dra 0,224609235 0,000
fro-padrao y 0 200 400 600 800 1000
Ob: 0 10 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,105257005 0,094194183 -0,111955169 0,32246918
Declive 0,007794381 0,000318692 0,007059475 0,008529287
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,494976047 -0,038226561 . .
Desenho de residuais
100 0,884695088 0,066306968
150 1,274414129 -0,154758174 0,4 ¢
200 1,664133171 0,254387684 0,2 ¢ .
400 3,223009336 -0,090428139 § 0 * : : : ‘
500 4,002447419 0,131635986 E 02 4200 480 680 800 1000
o -0,2
600 4,781885502 -0,076601524 =
700 5,561323585 0,338031379 04 *
800 6,340761668 -0,403369949 -0,6 ..
Variavel X 1
1000 7,899637833 -0,02697767




Estudo Linearidade da Desmetiltrimipramina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 3804945 8372147 0,454 25 0,454
50 7931346 9201353 0,862 50 0,862
75 9848223 9904673 0,994 75 0,994
100 13741241 8103575 1,696 100 1,696
200 25294482 9457653 2,674 200 2,674
250 27848204 7787791 3,576 300 4,077
300 33116273 8122443 4,077 350 4,827
350 39927697 8271151 4,827 500 6,733
400 45185946 9284476 4,867 Desprezando o ponto de calibracéo a 250 e 400 ng/mL
500 59393040 8821058 6,733
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Desmetiltrimipramina
w=1/x
8,000
6,000 4
Estatistica de regressdo ]
» 4,000
R 0,997105035 <
2,000 ®
Quadrado de R 0,99421845 ®
E dra 0,138576084 0,000
fro-padrao > 0 2 4 6 8 10
Ob ) 8 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,146165738 0,061637176 -0,004654997 0,296986474
Declive 0,013218251 0,000442381 0,012135783 0,014300718
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
25 0,476622004 -0,022145364 . .
Desenho de residuais
50 0,807078269 0,054897709
75 1,137534534 -0,143233864 03 1
100 1,4679908 0,22771015 0,2 4 ¢
200 2,789815861 -0,115317124 8 01 -
5 X3 X3
300 4,111640922 -0,034508632 E
Q 0 ’ T T ’ 1
350 4,772553452 0,054791184 e« g
01 ¢ 2 4 8 10
500 6,755291044 -0,022194059 g P 4
-0,2 - 3
Variavel X 1




Estudo Linearidade da Venlafaxina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 1717230 8372147 0,205 50 0,205
100 3578042 9201353 0,389 100 0,389
150 4632774 9904673 0,468 150 0,468
200 5996969 8103575 0,740 200 0,740
400 12813352 9457653 1,355 400 1,355
500 14128651 7787791 1,814 500 1,814
600 16988508 8122443 2,092 600 2,092
700 20221728 8271151 2,445 700 2,445
800 23805301 9284476 2,564 800 2,564
1000 28944236 8821058 3,281 1000 3,281
Considerando um modelo de regressao linear ponderada
we1/x Linearidade da Venlafaxina
3,000
Estatistica de regressdo ] 2,000
0,998023727 E 1,000
Quadrado de R 0,996051359
0,000
Erro-padréao 0,081921832 0 200 600 800 1000
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,040049948 0,034355488 -0,039173951 0,119273846
Declive 0,00332265 0,000116237 0,003054607 0,003590693
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,206182449 -0,001070157 Desenho de residuais
100 0,372314951 0,016545453
150 0,538447452 -0,070711259 02
200 0,704579954 0,035459906 0,1 *
400 1,36910996 -0,014296911 '§ . * 4 ¢
500 1,701374963 0,112830329 T 0@ ; 3 ; : ‘
600 2,033639966 0,057911606 e 0,1 0200 400 600 800 1000
700 2,365904969 0,078945506 L 4
800 2,698169972 -0,134180288 -0,2
Variavel X 1

1000

3,362699978

-0,081434185




Estudo Linearidade da Desmetilvenlafaxina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
50 693335 8372147 0,083 25 0,140
100 1371617 9201353 0,149 50 0,281
150 1870093 9904673 0,189 75 0,350
200 2501951 8103575 0,309 100 0,525
400 5210200 9457653 0,551 200 0,919
500 5693276 7787791 0,731 250 1,308
600 7103145 8122443 0,875 300 1,583
700 8592000 8271151 1,039 350 1,792
800 10079108 9284476 1,086 500 2,493
1000 12131431 8821058 1,375 Desprezando o ponto de calibracdo a 400 ng/mL
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Desmetilvenlafaxina
w=1/x
3,000
Estatistica de regressdo ] 2,000
R 0,998184024 E 1,000
Quadrado de R 0,996371345
0,000
Erro-padrao 0,032092438 0 100 200 300 400 500 600
Observacdes 10 Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,009300625 0,013458578 -0,021734912 0,040336162
Declive 0,001398344 4,55351E-05 0,00129334 0,001503348
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
50 0,079217821 0,003596639 Desenho de residuais
100 0,149135016 -6,81188E-05
150 0,219052211 -0,030243099 01 1
200 0,288969406 0,019777187
400 0,568638188 -0,017740483 § 0,05 1 ¢
500 0,708472578 0,022578848 E 2 2 L 4
600 0,848306969 0,026201496 & *o— T T T T |
700 0,98814136 0,05064994 100 200 300 400 500 600
800 1,12797575 -0,042388628 -0,05 - .. *
1000 1,407644532 -0,032363782 Varidvel X 1




Estudo Linearidade da Vortioxetina

Conc. (ng/mL) Area (s) Area (PI) Arel Conc. (ng/mL) Arel
25 1944364 8372147 0,232 25 0,232
50 4437426 9201353 0,482 50 0,482
75 5580341 9904673 0,563 75 0,563
100 7610712 8103575 0,939 100 0,939
200 14321636 9457653 1,514 200 1,514
250 17099156 7787791 2,196 250 2,196
300 19933784 8122443 2,454 300 2,454
350 23767889 8271151 2,874 350 2,874
400 28143597 9284476 3,031 400 3,031
500 35842500 8821058 4,063 500 4,063
Considerando um modelo de regressao linear ponderada Linearidade da Vortioxetina
w=1/x
4,000
3,000
Estatistica de regressdo ]
» 2,000
R 0,996915995 <
1,000
Quadrado de R 0,993841502
E dra 0,112273046 0,000
fro-padrao y 0 100 200 300 400 500
Ob: 0 10 ~
servacoes Concentragdo (ng/mL)
Coeficientes Erro-padrdo 95% inferior 95% superior
Ordenada na origem 0,046701484 0,047083851 -0,061874071 0,155277039
Declive 0,007947683 0,000318603 0,007212984 0,008682383
RESULTADO RESIDUAL
Observacdo Y previsto Residuais
25 0,245393571 -0,013151559 . .
Desenho de residuais
50 0,444085659 0,038172353
75 0,642777746 -0,079372861 02 ®
100 0,841469834 0,097709655 01 2
200 1,636238183 -0,121947498 § 0@ * : L 2 ¢ : ‘
250 2,033622358 0,162013896 E 01 100 200 300 400 500
Q Y,
300 2,431006533 0,023154726 e ¢
350 2,828390708 0,045198254 -0.2 *
400 3,225774883 -0,194521811 -0,3 y
Variavel X 1
500 4,020543232 0,042744844
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Gréficos do estudo da estabilidade (razao drea do composto/drea do PI em funcdo das horas) dos

diferentes ADs quando estas permaneceram a temperatura ambiente apds a extracao por PP e diluicao.

Amitriptilina a 100 ng/mL Amitriptilina a 800 ng/mL
1,1 7,4
5 | . g &
S 09 * T 64 . *
© T 59 e
g 08 8
3 5 34
= 07 ® 49
0,6 4.4
-30 20 70 120 170 -30 20 70 120 170
Horas Horas
Bupropiona a 50 ng/mL Bupropiona a 400 ng/mL
0,33
2
[ <
o ° [} .
50,28 1,8
< <
=) - ° .
= . . o 1,6 i
50,23 g
~ ~ 1,4
0,18 1,2
0 50 100 150 0 50 100 150
Horas Horas
Citalopram a 100 ng/mL Citalopram a 800 ng/mL
1,1 8,5
g 1 ’ g 75
- ° f-' >
S09 ¢ ° s .
< © 6,5 o .
2 0,8 8 *
3 5
& 0,7 & 3
0,6 4,5
0 50 100 150 0 50 100 150
Horas Horas
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Desmetilcitalopram a 50 ng/mL

0,63
5 0,58
50,53 *
=) ]
Q
g 0,48 .
~ 0,43
0,38
0 50 100 150
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Clomipramina a 50 ng/mL
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8
NS
5035,
2 * *
0,25
0 50 100 150
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0,25 .
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59
S 0,21 .
o L]
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0 50 100 150
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<
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8
5033
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Desmetilcitalopram a 400 ng/mL

8 3,9
5 .
"8 3.4 b
8 .
329
2,4
0 50 100 150
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Clomipramina a 400 ng/mL
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N 2
18
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17 :
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0,28
0,26
2 0,24
<022
g 0,2
0,18
0,16

a area

Ra;

0,21
0,19

0,17

2

Razio da area

0,15
0,13

Desmetildosulepina a 50 ng/mL

0 50 100 150
Horas
Duloxetina a 100 ng/mL
L]
0 50 100 150
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Fluoxetina a 100 ng/mL
. L) .
0 50 100 150
Horas

Desmetilfluoxetina a 100 ng/mL

50 100 150

Horas
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Razio da area Razio da area Razio da area

Razio da area

Desmetildosulepina a 400 ng/mL

1,9
1,7
1,5 o *
1,3
1,1
0 50 100 150
Horas
Duloxetina a 800 ng/mL
1,7
s,
L]
1,3 *
1,1
0 50 100 150
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Fluoxetina a 800 ng/mL
1,6
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L] ° °
1,2
1
0 50 100 150
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1
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Fluvoxamina a 100 ng/mL

50 100 150
Horas

Imipramina a 100 ng/mL
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—
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Maprotilina a 100 ng/mL
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._.
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Mianserina a 50 ng/mL
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X
W
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Razio da area Razio da rea

Razao da area
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Fluvoxamina a 800 ng/mL

50 100 150
Horas

Imipramina a 800 ng/mL

50 100 150
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Maprotilina a 800 ng/mL

50 100 150
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Miaserina a 400 ng/mL
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Desmetilmianserina a 50 ng/mL

0,6
<
g 0,55 . .
3 05 ¢ .
& 0,45
04
0,35
0 50 100 150
Horas
Mirtazapina a 50 ng/mL
1
]
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Nortriptilina a 100 ng/mL
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3
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Desmetilmianserina a 400 ng/mL

4
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8
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8
s 7,5
s 7
—g L]
PSR
y§ 0 .
~ 55
5
0 50 100 150
Horas
Desmetilmirtazapina a 160 ng/mL
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Paroxetina a 100 ng/mL

20

70 120 170
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Reboxetina a 100 ng/mL
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Paroxetina a 800 ng/mL
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<
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<
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g
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Tianeptina a 100 ng/mL
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g 17
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0,13
S 0,12
H .
"8 0,11 . 3
Q o
]
g 0,1
~ 0,09
0,08
0 50 100 150
Horas
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Tianeptina a 800 ng/mL
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Trazodona a 1600 ng/mL
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Desmetiltrimipramina a 50 ng/mL
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Desmetiltrimipramina a 400 ng/mL
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por PP e antes da diluicao.

Amitriptilina a 100 ng/mL
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Razdo da area
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Gréficos do estudo da estabilidade (razao drea do composto/drea do PI em fungao das horas) dos

diferentes AD quando estas permaneceram congelados a uma temperatura de -20 °C apods extragao

Amitriptilina a 800 ng/mL

200 400 600
Horas

Bupropiona a 400 ng/mL

200 400 600
Horas

Citalopram a 800 ng/mL

200 400 600
Horas



Razio da area

Razio da area

Desmetilcitalopram a 50 ng/mL
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Desmetildosulepina a 50 ng/mL Desmetildosulepina a 400 ng/mL
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Fluvoxamina a 100 ng/mL

200
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Fluvoxamina a 800 ng/mL
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Paroxetina a 100 ng/mL Paroxetina a 800 ng/mL
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Tianeptina a 100 ng/mL
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Desmetiltrimipramina a 50 ng/mL
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