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RESUMO

O uso abusivo de substancias psicoativas (SPA) acompanha o homem desde o inicio
dos tempos e, a partir da segunda metade do século XX, passou a aumentar
substancialmente. A taxa de 6bitos causados pelo abuso de drogas e medicamentos
continua a aumentar, justificando a necessidade do desenvolvimento de estratégias
analiticas que permitam a identificacdo de SPA em amostras biologicas,
principalmente diante do grande nimero de novas substancias psicoativas que vem
surgindo nos ultimos anos. Sendo assim, ha necessidade de desenvolvimento de
métodos sensiveis, porém abrangentes, que utilizem reduzido volume de solventes
organicos. Neste trabalho, foi possivel realizar uma analise critica e avaliar a
viabilidade do uso de técnicas emergentes de preparo de amostras nas analises
toxicologicas realizadas em sangue postmortem, através do desenvolvimento de 3
métodos analiticos. Os métodos desenvolvidos utilizaram baixo volume de amostras,
menor volume de solventes extratores (e de menor toxicidade) e de preparo mais
simples do que o métodos frequentemente utilizados em laboratérios de toxicologia
forense. Métodos quantitativos foram desenvolvidos e validados para determinacao
49 SPA de interesse forense, utilizando a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial como técnica instrumental. No trabalho I, foi
desenvolvido e validado um método quantitativo para a andlise de fentanil e seus
analogos, através de extracao por precipitacdo de proteinas, com linearidade avaliada
de 1 a 500 ng/mL. Os valores obtidos para imprecisdo e inexatiddo foram melhores
gue 13,8% e -10,9%, respectivamente. Nos trabalhos Il e Ill, uma miniaturizacdo da
técnica de QUEChERS foi aplicada no preparo de amostras para a andlise de 37 SPA
e 4 produtos de biotransformacédo. No segundo trabalho, o método desenvolvido
envolveu a andlise de 16 antidepressivos, 7 antipsicéticos e 3 produtos de
biotransformacéo, sendo observada linearidade de 1 a 500 ng/mL, além de valores de
imprecisdo e inexatiddo de 19,0% e 19,7%, respectivamente. No trabalho Ill, um
método para andlises de 11 benzodiazepinicos, 1 produto de biotransformacgéo e 1
sedativo-hipnético em sangue postmortem foi desenvolvido e validado, com
linearidade de 10 a 2000 ng/mL, imprecisdo e inexatiddao de 18,2% e 17,4%,
respectivamente. Nao foram observados interferentes exogenos, enddgenos ou
contaminagdo cruzada (carryover) em nenhuma das validacbes. As vantagens
observadas para o método miniaturizado sédo o pequeno volume de amostra (100 pL),
preparo simples e eficaz, além de melhores valores para o parametro de recuperacao.
Todos os métodos foram aplicados em amostras reais cedidas pelo Nucleo de
Toxicologia Forense do Instituto Médico Legal, Superintendéncia da Policia Técnico-
cientifica de Sao Paulo (NTF/IML/SPTC-SP) ou Instituto de Andlises e Pesquisas
Forenses de Sergipe (IAPF-SE), demonstrando a eficiéncia do protocolo.

Palavras-chave: Toxicologia forense; Substancias psicoativas; Métodos analiticos de
preparacdo de amostras; QUEChERS, Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CL-EM/EM)



ABSTRACT

The abusive use of psychoactive substances (PAS) has been with man since the
beginning of time and, from the second half of the 20th century, began to increase
rapidly. The death rate caused by pharmaceutical and drug abuse continues to rise,
justifying the need for development of analytical strategies which allows the
identification of PAS in biological samples, especially given the large number of new
psychoactive substances that have been emerging in recent years. Therefore, there is
a need for development of sensitive but comprehensive methods that use a reduced
volume of organic solvents. In this work, through the development of 3 analytical
methods, it was possible to perform a critical analysis and assess the feasibility of
using emerging techniques of sample preparation for toxicological analyzes in
postmortem blood. Quantitative methods were developed and validated for the
determination of 49 PSA of forensic interest, using liquid chromatography-tandem
mass spectrometry as instrumental technique. Work |, a method was developed and
validated for quantitative analysis of fentanil and its analogues, by protein precipitation
extraction, with linearity evaluated from 1 to 500 ng/mL. Value observed for imprecision
and bias were better than 13.8% and -10.9%, respectively. Works Il and Ill, a
miniaturization of QUEChERS technique was applied to sample preparation for the
analysis of 37 PSA and 4 metabolites. In the second work, the developed method
involved the analysis of 16 antidepressants, 7 antipsychotics and 3 metabolites, being
observed a linearity from 1 to 500 ng/mL, in addition to imprecision and inaccuracy
values of 19.0% and 19.7%, respectively. In work Ill, a method for the analysis of 11
benzodiazepines, 1 metabolite and 1 hypnotic/sedative in postmortem blood was
developed and validated, with linearity from 10 to 2000 ng/mL, imprecision and bias of
18.2% and 17.4%, respectively. No exogenous, endogenous or cross-contamination
(carryover) interferents were observed in any of the validations. The advantages
observed for the miniaturized method were low sample volume (100 pL), simple and
effective preparation, in addition to better values of recovery parameter. All methods
were applied on authentic samples provided by the Forensic Toxicology Laboratory of
the Institute of Legal Medicine, Sdo Paulo State Police (NTF/IML/SPTC-SP) or the
Institute of Forensic Analysis and Research of Sergipe (IAPF-SE), demonstrating the
efficiency of the protocol.

Keywords: Forensic toxicology; Psychoactive substances; Analytic sample
preparation methods; QUEChERS; Liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS)
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1. INTRODUCAO
1.1. Substancias psicoativas

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) define “substancias psicoativas”
(SPA) como substancias que, quando administradas em um sistema fisioldgico,
afetam processos mentais, de cognicdo ou afeto (1). O uso abusivo de SPA
acompanha o homem desde o inicio dos tempos, porém é a partir da segunda metade
século XX que o abusivo passou a aumentar vertiginosamente. De acordo com mais
recente relatério do Escritério das Nac¢des Unidas sobre Drogas e Crime (em inglés,
United Nations Office on Drugs and Crime, UNODC), 269 milhdes de pessoas, ou
5,4% da populacdo mundial com idade entre 15 e 64 anos utilizou alguma droga até
0 ano de 2018 (2).

As SPA possuem acdo neurobioldgica, cujo principal mecanismo da
dependéncia envolve o lobo frontal e o sistema limbico, as altera¢cdes nos circuitos
dessa regido estabelece uma priorizacédo dos estimulos relacionados ao uso de SPA
frente aos demais. A partir disso, o individuo nédo identifica nhenhuma atividade ou
estimulo como téo prazerosa quanto o uso da SPA (3,4).

Dentre as diversas classes que sao enquadradas como SPA, pode-se citar
0s antidepressivos, antipsicéticos, ansioliticos, sedativos e hipnoéticos, anestésicos,
analgésicos, entre outros. Também fazem parte das SPA, as substancias de abuso
classificadas como licitas ou ilicitas, popularmente conhecidas por “drogas de abuso”.
Estas podem ser classificadas em estimulantes do sistema nervoso central (SNC)
(cocaina, anfetamina, cafeina, nicotina), depressoras do SNC (&lcool etilico, heroina,
solventes), alucindgenas (LSD, mescalina), perturbadoras do SNC (canabindides),

drogas de acao mista ou entactogenas (MDMA) (5).
1.1.1. Antidepressivos

A OMS estima que 280 milhdes de pessoas (3,8% da populagdo mundial)
sofram de depressao, sendo 5,0% dos adultos e 5,7% para os individuos acima dos
60 anos. O Brasil € um dos principais paises em prevaléncia de desordens
depressivas, com quase nove milhdes de casos no ano de 2019 (6).

A depressédo é um transtorno mental caracterizado perda de prazer ou

interesse em atividades, humor deprimido (tristeza, irritabilidade, vazio), falta de
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concentracéo, culpa excessiva ou baixa autoestima, alteracbes no sono, apetite ou
peso, podendo levar a pensamentos suicidas. Cerca de 800 mil pessoas morrem por
suicidio a cada ano, sendo a segunda principal causa de morte de jovens entre 15 e
29 anos (7). Além disso, desordens depressivas estdo entre as dez principais causas
gue impactam na qualidade e expectativa de vida de individuos entre 10 e 59 anos
(8—12). Infelizmente, menos da metade das pessoas afetadas no mundo recebe
tratamento e em alguns paises esse indice € inferior a 10% (7).

O principal tratamento para essa comorbidade é através do uso de
antidepressivos, farmacos que constam na lista C1 de substéncias sujeitas a controle
especial da portaria SVS/MS N° 344, de 12 de maio de 1998 (13). Essa classe pode
ser dividida de acordo com a farmacodindmica do medicamento: inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRS), inibidores da recaptacdo de serotonina-
norepinefrina  (IRSN), antidepressivos triciclicos (ADT), inibidores da

monoaminaoxidade (IMAO) e antidepressivos atipicos.
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Fluoxetina (ISRS) Venlafaxina (IRSN) Amitriptilina (ADT)
H | =
O
cl \E:j)l\rhll\]< @/\/N\//
Bupropiona (Atipico) Seleginina (IMAQO)

Figura 1 - Estrutura quimica de exemplos de antidepressivos: fluoxetina (ISRS),
venlafaxina (IRSN), amitriptilina (ADT), seleginina (IMAO) e bupropiona (atipico).
Créditos a autora.

Uma das primeiras classes de antidepressivos foram os IMAO, inibidores
ndo seletivos e irreversiveis das monoaminaoxidases (MAO-A e MAO-B)
responsaveis pela metabolizacdo de serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e
dopamina (DA), aumentando o armazenamento dos neurotransmissores nos granulos

secretores presentes nos neurdnios pré-sinapticos (14).
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Os ADT surgiram na década de 1950 com a descoberta da imipramina.
Atualmente, ndo sdo mais utilizados como primeira op¢do para o tratamento da
depressao devido a sua baixa tolerabilidade, sendo mais utilizados em casos de
depressao maior e insbnia, este Ultimo é tratado com doses baixas de ADT de amina
terciaria (amitriptilina, por exemplo) (15-18). O mecanismo de acao pode variar entre
os farmacos desse grupo: inibicao discreta e seletiva da NET (desipramina) ou ambos
SERT e NET (amitriptilina), também atuam blogqueando receptores serotoninérgicos
(5-HTR2), adrenérgicos (a1), histaminicos (H1) e muscarinicos (11,14,19,20).

Os ISRS surgiram na década de 1980 e, atualmente, sdo o0s
antidepressivos mais comumente utilizado, juntamente com os IRSN (21). Seu
mecanismo de acdo consiste no aumento da neurotransmissdo serotoninérgica
através do bloqueio do transportador de 5-HT nos terminais pré-sindpticos (SERT).
Com o aumento do tempo de permanéncia da 5-HT na fenda sinptica ha estimulo de
diversos receptores serotoninérgicos pos-sinapticos, bem como dos pré-sinapticos
gue regulam a liberacédo da serotonina (14).

Os IRSN, juntamente com os ISRS, sdo chamados de antidepressivos de
segunda geracdo, possuindo maior eficacia e seguranca em relacdo a outros
antidepressivos (de primeira geracao). Esses farmacos inibem tanto SERT quanto o
transportador de NE nos terminais pré-sinapticos (NET), atuando positivamente na
neurotransmissao serotoninérgica e/ou noradrenérgica, ou seja, aumentando o tempo
de permanéncia da 5-HT e NE na fenda sindptica, os quais irdo gerar em receptores
serotoninérgicos e adrenérgicos (14).

Os antidepressivos atipicos incluem antagonistas de receptores
serotoninérgicos e inibidores da recaptacao, inibidores de recaptacdo combinados
com bloqueadores do receptor ou inibidores da recaptacdo de dopamina e
norepinefrina (IRDN) (21). Um exemplo é a bupropiona, farmaco inibidor da
recaptacdo de dopamina e dopamina, além de aumentar a liberacdo desses

neurotransmissores .
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Figura 2 - Esquema representando os locais de a¢do dos antidepressivos inibidores
da monoaminaoxidase (IMAO), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRS), inibidores da recaptacdo de serotonina e norepinefrina (IRSN) e
antidepressivos triciclicos (ADT). llustragdo baseada em Brunton et al (2012) (14).

Dados coletados entre 2013 e 2014 mostraram que 0s antidepressivos
mais consumidos no Brasil s&o: fluoxetina (ISRS - 30,1%), amitriptilina (ADT - 22,8%),
sertralina (ISRS - 11,9%) e citalopram (ISRS - 8,2%). Algumas caracteristicas
farmacocinéticas dessa classe de medicamentos, bem como as concentracdes

terapéutica, toxica e fatal estdo descritas no Quadro 1.



Quadro 2 - Biodisponibilidade, tempo de meia-vida, metabdlito-ativo e concentracdes terapéutica, toxica e fatal dos
antidepressivos (14,22-25).

Concentracdo no sangue-plasma (ng/mL)

Substéancia Biodisponibilidade Meia-vida Metabdlito ativo . Toxica Fatal
(horas) Terapéutica . .
(a partir de) | (a partir de)
Amitriptilina 30-60 16 Nortriptilina 50-300 500-600 1500-2000
Bupropiona 87 11+1 Radafaxina 75-100 1200-2000 4
Citalopram 80+13 334 Nao 50-150 220 5000-6000
Clomipramina 50 32 N-desmetilclomipramina | 90-250 (-400) 400-600 1000-2000
Desipramina 60-70 15-25 Nao 125-300 500-1000 3000
Desmetilcitalopram - - N&o - - -
Doxepina 30+10 18+5 Desmetildoxepina 10-200 500-1000 2000-4000
Duloxetina 42,8 (18,5-71,2) 9,3 (6,4-12) N&o 30-120 240 -
Fluoxetina <90 53+41 Nao 100-500 1000 6000
Hidroxibupropiona - - N&o - - -
Imipramina 29-77 12 Desipramina 50-350 500-1000 1500-2000
Mirtazapina 50£10 16,3+4,6 Nao 30-300 1000-2000 -
Norfluoxetina - 240 Nao - - -
Norsertralina - 66 N&o - - -
Nortriptilina 51+5 31+13 Nao 20-150 300-500 1000-3000
o-desmetilvenlafaxina - - N&o - - -
Paroxetina 30-60 17+3 Nao 30-100 350-400 3700-4000
Sertralina >44% 23 N&o 50-250 290 1600
Trazodona 81+6 5,9+0,4 Nao 700-1000 3000 12000
Trimipramina 41,4+4.4 16 Nao 10-300 600 1700
Venlafaxina 10-45 4,942 .4 Desvenlafaxina 100-400 1000-1500 6100
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Os efeitos adversos causados por essa classe terapéutica incluem: perda
de apetite e disturbios gastrointestinais (ISRS), hipertensdo (IRSN), constipacao
(ADT), perda de libido e falta de orgasmos (ISRS), xerostomia, hipotens&o ortostatica
(ADT) e taquicardia (IRSN). A intoxicacdo aguda pode levar a excitacdo e delirio,
convulsdes, hepatotoxicidade grave (IMAO), depressdo respiratoria, disritmias
cardiacas e coma. A interacdo farmaco-farmaco entre IMAO e ISRS pode levar a
sindrome serotoninérgica, causando hipertermia, rigidez muscular, mioclonia,
alteracbes do estado mental e sinais vitais. Inibidores da MAO podem causar
sindrome simpatomimética, cujos sintomas incluem: agitacdo, agressividade,
paranoia, midriase, sudorese, hipertermia, nausea, vomito e rabdomidlise. O

tratamento € feito através do controle dos sintomas (14,26).
1.1.2. Antipsicéticos

Os transtornos psicéticos podem ter diversas causas e, normalmente,
incluem transtornos de humor, senso distorcido ou inexistente da realidade, delirio,
esquizofrenia ou deméncia com caracteristicas psicoticas. Os sintomas associados a
esquizofrenia podem ser classificados em positivos ou negativos. O primeiro €
caracterizado por delirios e alucina¢6es e, o segundo, por dificuldade em expressar
emocoes e sentimentos (afeto embotado), motivacao diminuida, experiéncia de prazer
reduzida e quantidade reduzida de palavras faladas.

Os primeiros medicamentos para o tratamento da psicose (antipsicoticos
tipicos ou de primeira geracao) surgiram da hipotese de que essa doencga era causada
por um antagonismo dos receptores dopaminérgicos D2 poés-sinapticos. Seu
mecanismo de acdo consiste no blogueio dos receptores dopaminérgicos D2 pos-
sinapticos, porém, isso leva a inUmeros efeitos colaterais, como: acatisia, discinesia
tardia, distonia aguda, parkinsionismo, hiperprolactinemia e sindrome neuroléptica
maligna (14,21).
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Figura 3 - Estrutura quimica de exemplos de antipsicéticos: levomepromazina (tipico)
e risperidona (atipico). Créditos a autora.

Os antipsicéticos atipicos (ou de segunda geracao) surgiram para tratar
sintomas negativos, 0s quais a hipétese da dopamina nao explicava: déficits
cognitivos relacionados a diminuicao da sinalizacdo da DA na regido do cortex pré-
frontal, efeitos psicomiméticos de agonistas de outras vias ou de antagonistas de
receptores glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA). A farmacodinamica desse grupo
consiste no antagonismo de receptores serotoninérgicos 5-HTR2 e bloqueio menos
potente dos receptores D2, isso resultou em diminuicdo dos efeitos extrapiramidais
causados pelos farmacos de primeira geracdo. Outros mecanismos relacionados a
esses farmacos sao: atuacdo em outros subtipos dos receptores serotoninérgicos e

estimulacdo de receptores de glutamato ou muscarinicos (14,21,27).
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Figura 4 - Esquema representando os locais de acdo dos antipsicoticos. llustracdo
baseada em Brunton et al (2012) (14).
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Algumas caracteristicas farmacocinéticas dessas substancias, bem como

as concentracdes terapéutica, toxica e fatal estdo descritas no Quadro 2.

Quadro 2 — Biodisponibilidade, tempo de meia-vida e concentracfes terapéutica, toxica e fatal
dos antipsicéticos (14,22,25,28).

o o - Meia-vida Concentracdo no sqngue—plasma (ng/mL)
Substancia Biodisponibilidade (horas) Terapéutica TOXI.Ca Fat_al
(a partir de) | (a partir de)
Clozapina 55+12 12+4 350-600 600-1000 1-5,2
Haloperidol 60+£18 18+5 5-20 50-500 500
Levomepromazina 50-60 15-30 5-200 400 500
Olanzapina ~60 33,1+10,3 20-80 150-200 250-1000
Quetiapina 9 6 100-500 1000-18000 1900
Risperidona 66+28 3,2+0,8 6-20 120 1800
Ziprasidona 59 2,9 50-200 400 -

Além de sindrome neuroléptica maligna, os antipsicoticos podem causar
sindrome anticolinérgica, como resultado do bloqueio da transmisséo de acetilcolina
no sistema nervoso periférico e central, seus principais sintomas sdo: midriase,
hipertermia, vasodilatac&o, taquicardia, anidrose, convulsdes, delirio e alucinacdo. O
tratamento requer acompanhamento da equipe de saude, sendo o uso de inibidores

de colinesterases (fisostigmina, por exemplo) somente em casos graves (29).
1.1.3. Benzodiazepinicos e sedativo-hipnaoticos

O Brasil é o pais com a maior taxa de pessoas com transtornos de
ansiedade no mundo. Segundo estimativas da OMS, cerca de 18,6 milhdes de
brasileiros (ou 8,5% da populacdo) sofrem de ansiedade, sendo a oitava principal
causa que impacta na qualidade e expectativa de vida (8).

A ansiedade € uma emocdo normal a todos os humanos, portanto, o
transtorno de ansiedade é uma doenca mental caracterizada pelo sentimento de medo
ou temor fora de escala se comparado a situacdes consideradas normais ou habituais.
Essa comorbidade inclui diversas doencas, como: transtorno de ansiedade
generalizada, transtorno obsessivo-compulsivo, sindrome do panico, estresse pos-
traumadtico, transtorno de ansiedade de separacéo, fobia social, fobias especificas e
estresse agudo (14,30). A ins6nia é uma disfuncdo frequentemente associada a
ansiedade e depresséo, podendo ser dividida em trés categorias: insbnia transitoria,
guando causada por algum estresse ambiental ou situacional e duracao inferior a trés

dias; insOnia de curto prazo, causada por estresse na vida pessoal e com duragao
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entre trés dias e trés semanas; e, insbnia de longo prazo, quando possui duracao
superior a trés semanas e nao ha como identificar a causa.

Os principais farmacos utilizados no tratamento da ansiedade e insdnia séo
0s antidepressivos e antipsicéticos, discutidos anteriormente, os benzodiazepinicos e
0s sedativo-hipnéticos. Os medicamentos destas duas Ultimas classes constam na

lista B1 de substancias psicoativas sujeitas a notificacdo de receita B, da portaria

SVS/MS N° 344, de 12 de maio de 1998 (13).
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Figura 5 - Estrutura quimica de exemplos de sedativo-hipnético e benzodiazepinicos:
zolpidem (sedativo-hipnoético), diazepam (BDZ) e clonazepam (BDZ). Créditos a
autora.

Os benzodiazepinicos (BDZs) foram introduzidos na prética clinica na
década de 1960, com a utilizacdo do clordiazepéxido . O mecanismo de acédo desses
farmacos ocorre através da promocao da ligacdo do neurotransmissor inibitério, o
acido y-aminobutirico (GABA), aos receptores de GABA do subtipo GABAAa,
intensificando as correntes ionicas induzidas por esses canais de cloreto com
multiplas subunidades controlados por ligando. Devido a falta de seletividade dos
benzodiazepinicos pelo subtipo A desses receptores, surgiram os chamados
‘compostos Z” (zolpidem, zopiclona e eszopiclona): compostos né&o-
benzodiazepinicos com efeitos sedativo-hipnéticos que interagem apenas com um
subconjunto dos locais de ligacdo dos receptores GABA (14,30-32) O zolpidem foi
introduzido na prética clinica na década de 1980 na Europa e, apesar de efeitos
adversos mais discretos que os BZDs, pode causar sonoléncia durante o dia, tontura,

amnésia, dor de cabeca, nausea e alucinacdes (33).
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Figura 6 - Esquema representando o receptor de GABA e o local de acdo dos
benzodiazepinicos. llustracdo baseada em Chen et al (2019) (20).

Intoxicagbes por esses medicamentos podem causar agitacdo, tontura,
amnésia e depressao neuroldgica, caracterizada por letargia, hipotenséo, bradicardia,
depressdo respiratoria, hipotermia e coma. O tratamento inclui suporte
cardiorrespiratério do paciente e administracdo ode flumazenil, um antagonista de
receptor de benzodiazepinicos que se liga com alta afinidade ao receptor GABAA,
antagonizando competitivamente a ligacdo dos benzodiazepinicos. A andlise
toxicoldgica é fundamental na diferenciagdo da causa desses sintomas, uma vez que
os alcoois, opioides, antagonistas Hi de histamina e mondxido de carbono também
causam essa sindrome toxica. Por exemplo, no caso de intoxicacdes por opioides 0

antidoto é naloxona, um antagonista destes receptores.

Algumas caracteristicas farmacocinéticas dessas SPA, bem como as

concentracgdes terapéutica, toxica e fatal estdo descritas no Quadro 3.



Quadro 3 - Biodisponibilidade, tempo de meia-vida, metabdlito-ativo e concentracdes terapéutica, toxica e fatal dos

benzodiazepinicos (14,22,25,34-36).

o o o Meia-vida N _ Concentracédo no sa,ngue—plasma (ng/mL)
Substancia | Biodisponibilidade Metabalito ativo I Toxica Fatal
(horas) Terapéutica . \
(a partir de) | (a partir de)
Alprazolam 88+16 12+2 a-hidroxialprazolam 5-50 100-400 -
Bromazepam 84 8-22 3-hidroxibromazepam 50-200 300-400 1000-2000
Clonazepam 98+31 235 7-aminoclonazepam 4-80 100 -
Diazepam 100+14 43+13 Nordazepam 100-2000 | 3000-5000 ;
Temazepam
Etizolam 93 7-15 - 8-20 30 -
Flunitrazepam 85 10-20 N-desmetil-flunitrazepam 5-15 50 -
Lorazepam 9310 1415 Nao 20-250 300-500 -
Midazolam Vv (I)M43050 2-4 a-hidroximidazolam 40-100 1000-1500 -
Nitrazepam 53-94 16-40 N&o 30-100 200-3000 5000
Nordazepam 50 60 Oxazepam 200-800 1500-2000 -
Oxazepam 92,8 8+2 N&o 200-1500 2000 3000-5000
Temazepam >90 8-12 Oxazepam 20-150 (-900) 1000 8000
Zolpidem 72+7 1,9+0,2 Nao 80-200 500 2000-4000

28
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1.1.4. Novas substancias psicoativas

As novas substancias psicoativas (NSP), sdo substancias ou misturas de
substancias psicoativas produzidas em laboratérios clandestinos, por sintese quimica
a partir de substancias precursoras encontradas ou ndo na natureza. Podem ser
sintetizadas ainda por pequenas modificacbes na estrutura de moléculas que
possuam atividade biolégica conhecida. O termo “novas” nao se refere
necessariamente a substancias recém inventadas, uma vez que muitas delas foram
sintetizadas pela primeira vez ha mais de 40 anos. De acordo com a UNODC, séo
consideradas NSP aquelas substancias psicoativas, em sua forma pura ou preparada
com outras substancias e excipientes, e que nao sao controladas pela Convencéao
Unica de Entorpecentes (1961) ou pela Convencdo de Substancias Psicotropicas
(1971) (2,37). Essas substancias sao divididas em nove grupos: aminoindanos,
fenetilaminas, piperazinas, substancias do tipo fenciclidina, substéncias a base de
plantas, canabinoides sintéticos, catinonas sintéticas, triptaminas e outras

substancias.
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Figura 7 — Distribuicdo das novas substancias psicoativas sintéticas reportadas até
dezembro de 2020 a UNODC. llustracdo baseada em UNODC (20202) (38).

As NSP séo conhecidas popularmente como legal highs, termo que delineia
uma caracteristica importante deste grupo de drogas: proporcionar ao usuario efeitos
semelhantes aos produzidos pelas drogas de abuso “tradicionais”, porém sem a
classificacéo de substéancia ilicita ou controladas internacionalmente, como a cocaina,
metanfetamina, MDMA, LSD, etc (2).

O Relatorio sobre Drogas Sintéticas elaborado pela Policia Federal mostra

gue no Brasil ha prevaléncia do grupo das fenetilaminas (46,2%), catinonas sintéticas
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(30,8%), substancias do tipo fenciclidina (7,7%) e canabinoides sintéticos (5,1%) (39).
Apesar do pequeno numero de laudos contendo fentanil e seus analogos, o
Furanilfentanil foi identificado nos anos de 2016, 2017 e 2019. Em 2020, houve casos
em que o Fentanil foi identificado, porém todos os laudos se referiam a medicamentos.
Ademais, o proprio relatorio indica a importancia do constante monitoramento desse
grupo de NSP em virtude do cenario internacional (39).

Um importante grupo € o dos opioides sintéticos, cujo crescente uso
mundial tem levado a sérios problemas de saude publica em diversos paises,
principalmente nos Estados Unidos da América (EUA). O aumento significativo do
namero de usuarios e, consequentemente, de individuos que desenvolveram
dependéncia, foram hospitalizados ou morreram por overdose fez com que a
comunidade cientifica denominasse esse problema de “crise opioide” (“opioid crisis”,
do inglés), justificando a necessidade do desenvolvimento de estratégias analiticas
que permitam a identificacdo e quantificacdo desta classe de drogas no sistema
humano.

Esse grupo inclui, entre outras substancias, o fentanil e seus analogos
(figura 8) (40). O fentanil € um agonista sintético de receptores de opioide do tipo y da
classe de fenilpiperidinas que surgiu na década de 1960, utilizado como analgésico
de uso restrito ao ambiente hospitalar para induzir e manter anestesias e sedacoes.
Esta disponivel para administracdo oral, parenteral e dérmica (como adesivo
transdérmico). E um farmaco de elevada poténcia, aproximadamente 100 vezes mais

potente que a morfina (41,42).

Acetilfentanil Carfentanil Fentanil

Figura 8 - Estrutura quimica do fentanil e exemplo de 2 dos seus andlogos:
acetilfentanil e carfentanil. Créditos a autora.

O efeito analgésico do fentanil ocorre principalmente através de sua ligacao
no receptor Y1, enquanto a depressao respiratdria € mediada pelo receptor yz, sendo

gue o surgimento destes efeitos € depende da dose, da tolerancia dos pacientes aos
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opioides e das concentracdes seéricas da substancia. Seus efeitos toxicos incluem
complicacfes relacionadas a via de exposicdo (reacdes de hipersensibilidade),
depressao respiratoria, excitacdo neurologica e, em alguns casos, convulsdo. A
gravidade da depressao respiratoria depende da resposta dos pacientes, resposta
farmacocinética, ingestao de outros medicamentos sedativos e outras comorbidades

gue afetem a funcdo pulmonar (14,43-45).
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Figura 9 - Esquema representando os locais de acédo dos opioides (OPI). llustracéo
baseada em Gillis et al (2020) (46).

A farmacocinética do fentanil possui variabilidade, geralmente, apds uma
Unica dose intravenosa, a concentracdo sanguinea deste farmaco cai rapidamente
devido ao efeito de primeira passagem no figado, levando a uma alta taxa de
eliminagdo pelos rins. Por ser altamente lipossolivel, atravessa a barreira
hematoencefélica, apesar disso, os niveis do plasma e no liquido cerebroespinhal
declinam rapidamente em consequéncia da redistribuicdo de tecidos mais perfundidos
para outros locais, como musculos e gordura. O uso de medicamentos que também
sejam metabolizados pela CYP3A4/5 pode levar a uma possivel interacao farmaco-
farmaco contribuindo para causar quadros de intoxicacéo (42,47).

O fentanil pode ser misturado a heroina, com o objetivo de adulterar essa
droga de abuso, aumentando seu volume, poténcia e, consequentemente, o lucro do
traficante. A combinacdo dessas duas drogas apresenta graves consequéncias para
0 usuério, podendo ser fatal até mesmo para os usuarios com certo nivel de tolerancia
aos opioides. Varios casos de intoxicagdes e obitos por fentanil e seus anélogos foram
descritos na literatura (40,48-54).
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Além de novas moléculas, os derivados do fentanil que eram usados em
outras areas passaram a ser usados para fins recreativos. Um exemplo é o carfentanil
(figura 8), substancia com poténcia 10.000 vezes maior que a morfina, autorizada
apenas para aplicacdes veterinarias (sedativos de grandes animais, como elefantes),
tem sido usada como droga de abuso e causou inumeras mortes (48,55-58).
Recentemente, foram relatados casos de intoxicacdo apO6s o uso de cocaina em
Buenos Aires (Argentina), ao todo o caso teve 24 vitimas fatais e 99 pessoas
intoxicadas (59,60). Os usuérios deram entrada na emergéncia com sintomas como:
miose, choque, depressdo sensorial, desconforto respiratorio (bradipneia), excitacédo
psicomotora, convulsdes e parada cardiorrespiratéria. Diante desse quadro, o servi¢co
de saulde suspeitou de intoxicacdo por opioides, administrando naloxona aos
pacientes, os quais responderam bem ao tratamento (60). Peritos do laborat6rio da
Promotoria de Munro e da Policia Cientifica de Buenos Aires analisaram amostras da
cocaina consumida, ambos confirmaram que a substancia responsavel pelas mortes
era Carfentanil (59). Mesmo com a discussao mundial sobre a “crise dos opioides”, o
Brasil ndo possui dados epidemiologicos sobre seu consumo, dependéncia ou

intoxicacdo por esses agentes toxicos.

1.2. Amostras biol6gicas para analises toxicoldgicas

Analises toxicoldgicas ou toxicologia analitica € uma das trés divisbes da
Toxicologia e tem como finalidade auxiliar no diagndstico, progndstico, tratamento e
prevencdo das intoxicacdes. Esse propoésito é possivel por meio da deteccéo,
identificacao e quantificacéo dos toxicantes e ou seus produtos de biotransformacao,
em amostras biolégicas como sangue, urina, cabelo, fluido oral, humor vitreo,

meconio, entre outras (61).



Quadro 4 — Janela de deteccao e exemplos de vantagens e desvantagens de alguns tipos de amostras
bioldgicas utilizadas em analises toxicoldgicas.

¢ Deteccéo da fragdo livre da
droga

utilizadas VO
¢ Influéncia do coletor

Amostra Vantagens Desvantagens Janela de deteccéao
~ ¢ Afetado pela RPM
¢ Boa correlagéo entre : .
concentracao e efeitos tdxicos ° V'S?OS'dade. ,
Sangue « Diferenciacio entre e Maior quantidade de Minutos ou horas
intoxicacdo aguda e cronica mterfer_entes_ endogenos
e Coleta invasiva
¢ Coleta néo invasiva * Pouca correlaf;a_o
« Altas concentracdes de ¢ Afetada por habitos e doencas
Urina substancias * Presenca de pr~odutos de Dias ou semanas
« Presenca da droga e de seus blotransforma(;ao comuns a
produtos de biotransformacéo mals'd_e_uma droga .
¢ Possibilidade de adulteracdo
« F4cil coleta, transporte e ¢ Dependente da lipofilicidade da
armazenamento substgngla .
Cabelo « Estabilidade da matriz e Exposicéo a fatores naturais Semanas ou meses
¢ Analise de exposicao cronica ° Afetaqq por tratamentos
cosmeéticos
¢ Coleta ndo invasiva « Volume limitado
¢ Coleta supervisionada (dificil « Contaminacio por drogas
Fluido oral adulteracéo) caop 9 Horas ou dias

Humor vitreo

e [solamento anatdmico
¢ Menos sujeito a RPM
¢ Boa correlacdo com sangue

¢ Dependente da lipofilicidade da
substancia

o Amostra postmortem

Semanas ou meses

Mecobnio

¢ Verificacdo de exposicao fetal
as substancias

¢ Facilidade de coleta

¢ Boa estabilidade

o Amostra complexa

e Exige um preparo de amostra
mais laborioso

¢ Possibilidade de contaminacgéo
cruzada com a urina

Semanas ou meses

RPM: Redistribuicdo postmortem; VO: via oral. Fonte: (26,62—65).
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A selecdo da amostra biologica a ser utilizada depende da finalidade da
analise, da toxicocinética e toxicodinamica do xenobiotico que se pretende analisar.
As principais diferencas relevantes entre as matrizes biologicas estdo no tempo de
deteccdo (ou janela de deteccdo) dos xenobibticos em cada matriz e na presenca e
guantidade de inalterados ou biotransformados (61,66).

Apés a absorcéo ou adiministracao sistémica do xenobiotico, 0 sangue
€ responsavel pela distribuicdo para os tecidos. Esse processo € influenciado tanto
por fatores fisiologicos (débito cardiaco, permeabilidade capilar, volume tecidual)
guanto por propriedades fisico-quimicas da substancia (lipossolubilidade, pKa). O
sangue (total, soro ou plasma) é a principal amostra de escolha para a quantificacédo
dos toxicantes, pois geralmente possibilita a correlacdo com os efeitos toxicos
causados no paciente (26,66).

Apesar da vantagem, o sangue esta sujeito a alteracdes decorrentes da
morte do individuo, esse fenbmeno é chamado redistribuicdo postmortem: algumas
substancias exibem concentracdes que excedem aquelas ditas como terapéuticas em
amostras antemortem. Os principais mecanismos envolvidos sdo: concentracao nos
chamados “6rgdos reservatorios”, mudangas cadavéricas e propriedades fisico-
guimicas e farmacocinéticas da droga.

O primeiro mecanismo ocorre através do acumulo dos xenobiéticos em
0gdos ocos (partes do trato gastrointestinal) ou visceras (figado, pulmdes ou
miocérdio), com posterior redistribuicdo para tecidos vizinhos. Ha dois mecanismos
gue explicam essa ocorréncia: difusédo através dos vasos sanguineos ou transparietal
para 6rgdos circundantes. Por exemplo, vestigios de drogas ndo absorvidas ou
presentes no conteudo gastrico podem sofrer difusdo para camaras cardiacas, bem
como para o lébulo inferior esquerdo do pulméo ou por¢cdo posterior esquerda do
figado. Além disso, a regurgitacdo da droga pode levar a contaminacdo das vias aéres
superiores e, consequentemente, para o sangue cardiaco, levando a um aumento da
concentracdo do xenobibtico no sangue (67).

As chamadas “mudancas cadavéricas” se refere aquelas modificagdes
celulares e teciduais que ocorrem durante o processo de putrefacdo do corpo, entre
elas podemos citar: morte celular, hipostase e coagulagdo sanguinea, movimentacao
sanguinea e degradacao ou sintese de substancias por bactérias. A primeira leva a
liberacdo de xenobidticos basicos dos tecidos para 0 sangue, sendo que drogas

neutras ou acidas sdo menos afetadas por esse processo; a segunda, leva a um
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aumento do namero de glébulos vermelhos e, consequentemente, a modificagdo da
razdo soro/sangue das drogas; e, na terceira, ocorre redistribuicdo fisica dos
xenobidticos e mistura de sangue proveniente de diversas regides do corpo (67).

A absorcao de uma droga depende do gradiente de concentracdo, pH do
meio e tamanho, lipossolubilidade e ionizagdo da substancia. Ou seja, alteracbes do
pH intracelular e perda da integridade da membrana que ocorrem durante as
mudancas cadavéricas, influenciam na absorc¢ao no trato gastrointestinal. Além disso,
o transporte ativo de &cidos e bases organicas fracas é interrompido devido a
diminuicdo da producgao de adenosina trifosfato (ATP).

Um estudo mostrou que ha diminuicdo progressiva da atividade hepatica
nas primeiras 48h, ou seja, 0 metabolismo das substancias continua mesmo varias
horas ap6s a morte do individuo. A reabsorcao pelo néfron também persiste nas
primeiras horas, levando a diminui¢cdo do pH plasmético e aumento da quantidade de
acidos fracos fora da célula. Porém, outros processos cessam no momento da morte:
filtracdo glomerular e secrecdo tubular, influénciando diretamente na producdo de
urina e eliminacdo das drogas (67,68).

Além da redistribuicdo, a obtencdo de soro ou plasma para amostras
postmortem ndo € viavel, portanto os métodos utilizados nessas analises sao
desenvolvidos para amostras de sangue total. A viscosidade dessas amostras,
principalmente de corpos em decomposicdo, pode gerar dificuldade na etapas de
extracdo, como por exemplo, blogueio em cartuchos de extracdo em fase-sélida

(69,70).

1.3. Métodos de preparo de amostras

O preparo de amostras visa separar os analitos de interesse dos demais
compostos presentes, reduzindo interferentes e, consequentemente, melhorando a
seletividade e sensibilidade do método. Essa etapa das analises toxicologicas tambéem
pode ser utilizada para concentragdo das substancias a serem analisadas presentes
em baixas concentracfes (71). A precipitacdo de proteinas, extracdo liquido-liquido
(ELL) e extracdo em fase solida (SPE), sdo exemplos de preparo de amostras
comumente utilizados.

A precipitagao de proteinas € uma técnica simples e rapida que consiste na
adicdo de agentes precipitantes (solventes organicos como acetonitrila ou metanol,

por exemplo), o objetivo é quebrar a ligacéo entre o analito de interesse e as proteinas
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presentes na matriz. Em seguida, a mistura € submetida a agitacéo e centrifugacéo,
permitindo a separacdo entre o precipitado e o sobrenadante contendo as
substancias. As maiores desvantagens sdo auséncia de extracdo ou pré-
concentragdo e auséncia de automatizagao.

A ELL é baseada no processo fisico-quimico de particdo (figura 10), onde
0s analitos sdo removidos da amostra dissolvendo-se em um solvente adequado,
resultando em duas fases imisciveis: organica e aquosa. O solvente extrator é
adicionado a amostra, seguido de agitacdo mecanica para promover o contato entre
0 solvente e a amostra, além de centrifugacdo para separacao entre as fases. Devido
a sua rapidez e simplicidades, a ELL ainda é amplamente utilizada, mesmo diante do
surgimento de métodos mais eficientes para extracao e concentracédo dos analitos.

As principais desvantagens desta técnica estdo no tempo consumido para
o preparo das amostras, necessidade da utilizagdo de grandes volumes de solventes
organicos, além de envolver varias etapas de dificil automacéo, podendo ocorrer
perda de analito e contaminacéo (72,73).

Em 1976 surge a SPE, uma técnica baseada nos processos fisico-quimicos
de particdo e adsorcao, nesse ultimo os analitos sédo coletados na superficie de um
sélido com alto poder adsortivo. A SPE é mais atrativa quando se trata da eficiéncia
de extracdo (recuperacédo) dos analitos devido a sua habilidade de reter de maneira
eficiente e mais seletiva os compostos com diferentes grupos funcionais de amostras
aquosas e, entdo, de libera-los no solvente organico na eluicao. Além disso, utiliza
volumes consideravelmente menores de solvente que a ELL (74,75).

Tradicionalmente a SPE é usada na forma de cartuchos disponiveis nos
modos de fase normal, de fase reversa e de troca idnica. Geralmente, a escolha
da fase solida segue as mesmas regras utilizadas em CL, levando em conta as
propriedades fisico-quimicas dos analitos de interesse, da fase estacionaria (FE)
e da fase movel (FM), além da forca cromatografica e seletividade desta ultimo
(75-77). O Quadro 5 descreve as principais fases extratoras, bem como exemplos de

grupos funcionais que as compde e 0s compostos que podem ser extraidos.
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Quadro 5 — Fases extratoras tradicionalmente utilizadas para extragédo em fase
solida (SPE).

Fase extratora | Grupo funcional da fase extratora Compostos extraidos
Fase normal Silica, ciano, amino Compostos polares
Fase reversa Octil (C8), octadecil (C18), fenil cianopropil | Compostos apolares
Acido sulfénico ou carboxilico Compostos catibnicos
Troca ibnica
Amino ou amina quaternaria Compostos aniénicos

Fonte: adaptado de (75).

As vantagens da SPE incluem utilizacdo de menores volumes de solventes,
ndo formacdo de emulsdes, possibilidade de concentracdo dos analitos, alta
recuperacdo e possibilidade de automacdo. Porém, também apresenta algumas
limitacbes, como a etapa de dessorcdo dos analitos que requer o uso de solventes
toxicos e a ocorréncia de efeitos de matriz. As desvantagens estdo no tempo, alto
custo dos cartuchos e possibilidade de obstrucao (75,76,78,79).

A microextracdo em fase solida (SPME) surge na década de 90 como
solucdo para algumas das limitagcdes apresentadas pela SPE. A técnica utiliza uma
fibra de silica revestida com a fase estacionaria e permite o preparo da amostra em
uma unica etapa, ocorrendo reducdo do tempo e do uso de solventes organicos (80).
Existem trés tipos de modos de extracdo: imersao direta (DI) da fibora SPME na matriz
de amostra liquida (DI-SPME); extracdo por headspace (HS), na qual a matriz é
aquecida em um frasco com o objetivo de volatilizar os analitos e, entdo, a fibra é
colocada logo acima da amostra, coletando-se o gas formado (HS-SPME); e, extracédo
por membrana (ME), onde os analitos polares sdo separados da amostra por uma
membrana hidrofébica. Os parametros que afetam a recuperag¢do do analito nessa
técnica incluem: tipo de revestimento da fibra, temperaturas de extracdo e dessorcao,
tempo de extracéo e pH (80,81).

Apesar da SPME englobar amostragem, extracdo e pré-concentracao das
amostras em uma Unica etapa, € uma técnica mais adequada para a extracdo de
compostos volateis ou semivolateis para analise por GC, sendo necessaria uma etapa
de derivatizacdo para a analise de compostos ndo volateis ou termicamente labeis

(82,83). Outras desvantagens incluem: competicdo entre os analitos de interesse e 0s
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compostos da matriz pela fibra, além da fragilidade das fibras onde, infelizmente, a
guebra é relativamente comum (84).

Diversos estudos buscam novas técnicas de preparo de amostras que
sejam rapidas, eficientes, automatizveis e ecologicamente mais corretos. Um
exemplo é o QUEChERS (acrébnimo para quick, easy, cheap, effective, rugged, and
safe, do inglés) técnica de preparo de amostras que vem se tornando muito popular
em diversas areas, sendo também conhecida como extracdo SPE dispersiva. Essa
técnica foi proposta em 2003 por Anastassiades e colaboradores (85) para extracao
multirresiduos de praguicidas em amostras de alimentos. O preparo da amostra é
realizado em trés etapas (79,81,86):

1. Extracdo: através da adicdo de acetonitrila, um solvente menos toxico

do que os tradicionalmente utilizados na ELL. A acetonitrila promove a

precipitacdo de proteinas presentes na matriz e proporciona a extragéo de

uma ampla faixa de substancias com diferentes polaridades. Além disso,
ela é mais adequada para injecao direta em sistemas CL do que outros
solventes (como cloroférmio, hexano, acetona ou acetato de etila) e pode
ser utilizada sem problemas na andlise por cromatografia em fase gasosa

(CG);

2. Particdo: promovida pela adi¢cdo de sais para aumento da forca i6nica

ou efeito salting out, diminuindo a solubilidade dos compostos na fase

aquosa e a gquantidade de agua na fase organica. Para uma melhor
recuperacao de substéancias polares, utiliza-se sais secantes, como sulfato
de sédio ou magnésio;

3. Limpeza: ao utilizar uma SPE dispersiva nesta etapa, € realizada a

limpeza e remocao de dgua residual simultaneamente. A utilizacdo de PSA

(do inglés, primary secondary amine) favorece a retencao de interferentes

da matriz, garantindo menor manutencdo do equipamento e maior vida util

da coluna cromatografica.

ModificacBes no método original foram feitas com o objetivo de melhorar a
recuperacao do QUEChERS. A primeira foi a adicdo de uma etapa de tamponamento
utilizando acetato de sédio na particao, método que ficou conhecido como AOAC por
ter sido adotado como oficial pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC)

em 2007. Posteriormente, Anastassiades e colaboradores propuseram o chamado
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"método citrato” ao utilizarem uma mistura de citrato de sodio diidratado e
hidrogenocitrato sesquihidratado para promover o efeito tamponante. Este Gltimo

foi adotado como o método de referéncia na Unido Européia (86).

10 g da 1 mL do
amostra + sobrenadante +
10 mL de 4 g MgS0, + 1 g NacCl 150mg MgSO: +
acetonitrila 25 mg PSA

15 g da 1 mL do
amostra + 6gMgS0s +15¢ sobrenadante +
15 mL de CH;COONa 150mg MgS0. +
acetonitrila 50 mg PSA

10gda 1 mL do
amogtra + SELLIER0 U LGS sobrenadante +
10 mL de 19 CeHisNag07.2H,0 + 150mg MgSOs +
acetonitrila 0.5 g CgHeMNay07.1,5H,0 25 mg PSA

Figura 10 - Solventes e sais utilizados nas etapas das trés versdes do método de
QUECHhERS. llustracdo baseada em Prestes et al (2011) (86).

Atualmente, métodos baseados em processos de microextracdo vém
sendo desenvolvidos como alternativas aos métodos classicos (precipitacdo de
proteinas, ELL e SPE). A miniaturizacdo do QUEChERS utilizada neste trabalho
permite uma extracdo de facil execucao, utilizando pequeno volume de amostra,
ambientalmente mais correta devido ao baixo consumo de solvente e é adequado para
compostos com diferentes propriedades fisico-quimicas, mesmo em caso de anélises

de amostras de sangue postmortem (87—-89).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi a realizacdo de analise critica e avaliacao da
viabilidade do uso de técnicas emergentes de preparo de amostras nas analises

toxicologicas realizadas em amostras biolégicas postmortem.
2.2. Objetivos especificos

= Desenvolver e validar métodos analiticos quantitativos baseados na
técnica de micro-QUEChERS para andlise de antidepressivos,
antipsicéticos, benzodiazepinicos e sedativo-hipnéticos e em amostras de

sangue postmortem;

= Desenvolver e validar método analitico quantitativo com preparo de
amostras baseado em precipitacdo de proteinas para andlise fentanil e

seus analogos em amostras de sangue postmortem;

= Comparar os resultados obtidos utilizando técnicas emergentes de
preparo de amostras contra os obtidos por técnicas tradicionais, além de

sua aplicabilidade na rotina de laboratorios de toxicologia forense.
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3. METODOLOGIA
3.1. Materiais e reagentes

A acetonitrila e metanol grau HPLC, acido férmico (98-100%) e formiato de
amonio foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha) ou Sigma-Aldrich (Saint
Louis, EUA), todos os solventes utilizados no preparo das amostras séo grau HPLC.
A 4gua utilizada sera ultrapurificada em sistema Milli-Q (Milford, EUA).

Os sais de QUEChERS Q110 (sulfato de magnésio, cloreto de sédio, citrato
trissodico di-hidratado e hidrogencitrato dissédico sesqui-hidratado;4:1:1:0,5 m/m) e
Q150 (sulfato de magnésio e acetato de sédio,4:1 m/m) foram adquiridos da Restek
(Bellefonte, EUA).

3.2. Padrdes analiticos e solucdes

Os materiais de referéncia do acetilfentanil, acetil norfentanil, acrilfentanil,
alprazolam, amitriptiina, bromazepam, bupropiona, carfentanil, citalopram,
clomipramina, clonazepam, clozapina, desipramina, desmetilcitalopram, diazepam,
doxepina, duloxetina, etizolam, fentanil, flunitrazepam, fluoxetina, furanilfentanil,
haloperidol,  hidroxibupropiona, imipramina, levomepromazine, lorazepam,
midazolam, mirtazapina, nitrazepam, nordiazepam, norfluoxetina, norsertralina,
nortriptilina, o-desmetilvenlafaxina, olanzapina, oxazepam, paroxetina, quetiapina,
risperidona, sertralina, temazepam, tiofentanil, trazodona, trimipramina, valerilfentanil,
venlafaxina, ziprasidona e zolpidem, bem como os isétopos deuterados (amitriptilina-
ds, citalopram-ds, cocaina-ds, desipramina-ds, desmetilcitalopra-ds, diazepam-ds,
doxepina-ds, duloxetina-ds, imipramina-ds, paroxetina-de, risperidona-ds) foram
adquiridos das empresas Cayman Chemical (Ann Arbor, EUA), Cerilliant (Round
Rock, EUA), LoGiCal (Teddington, Reino Unido), Toronto Research Chemicals (North
York, Canadd) ou USP (Rockville, EUA).

Solucdes estoque na concentracdo de 100 pg/mL ou 10 pg/mL foram
obtidas por meio da diluicdo dos respectivos padrdes certificados em metanol. Para
as solugbes trabalho, os antidepressivos, antipsicéticos e seus produtos de
biotransformacéo foram separados em 3 grupos de solucdes de trabalho (Quadro 6);
0s benzodiazepinicos, sedativo-hipndticos e seus metabolitos foram divididos em 3
grupos (Quadro 7); somente uma solucéo trabalho foi preparada contendo o fentanil
e todos os seus analogos.
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Quadro 6 — Grupos de solugBes de trabalho utilizados na validacdo do método
guantitativo para antidepressivos e antipsicoticos.

Grupo Analitos de interesse

e Antidepressivos: clomipramina, doxepina, duloxetina,
mirtazapina, paroxetina e trazodona

e Antipsicéticos: clozapina, haloperidol, olanzapina, quetiapina,
risperidona, levomepromazina e ziprasidona

e Antidepressivos: amitriptilina, bupropiona, citalopram,
desipramina, fluoxetina, imipramina, sertralina, trimipramina e

B venlafaxina

e Produtos de biotransformacéao: desmetilcitalopram,
hidroxibupropiona, norfluoxetina e nortriptilina

e Produtos de biotransformacao: o-desmetilvenlafaxina e
norsertralina

C

Quadro 7 — Grupos de solucdes de trabalho utilizados na validacdo do método
guantitativo para benzodiazepinicos e sedativo-hipnético.

Grupo Analitos de interesse

e Benzodiazepinicos: clonazepam, diazepam, flunitrazepam,
A midazolam e nitrazepam

e Produtos de biotransformacao: nordiazepam

e Benzodiazepinicos: alprazolam, etizolam, lorazepam e

B zolpidem

¢ Produtos de biotransformacao: oxazepam e temazepam

C e Benzodiazepinico: bromazepam

As solucdes de trabalho foram obtidas através da diluicdo da solucao
estoque com metanol, conforme necessario. Todas as solucbes dos padrbes
analiticos utilizados nesse estudo foram armazenadas em frasco de vidro @mbar e em

freezer a -20°C.

3.3. Instrumentacao analitica

Para analise de fentanil e seus analogos em amostras de sangue
postmortem, as analises foram realizadas CL-EM/EM modelo LCMS8050 (Shimadzu,
Kyoto, Japao), equipado com coluna cromatogréafica Atlantis-T3 column (150 mm x 3
mm, 3 um, Waters, Irlanda), mantida a 40°C. As fases modveis foram compostas por
(A) agua ultrapura e (B) metanol grau HPLC, ambos contendo 2 mmol/L de formiato
de amoénio e 0,1% de &cido férmico. A vazéao foi de 350 puL/min e gradiente de eluicao

linear variando de 5% a 95% de fase movel B, mantendo-se por 2,5 minutos a 95% e
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retornando para 5% em 0,1 minuto, com um total de 15,5 minutos de corrida
cromatografica. O espectrometro de massas foi programado para aquisicdo em modo
multiple reaction monitoring (MRM), sendo selecionadas pelo menos duas transi¢cdes
por analito, sendo a mais intensa utilizada para quantificacdo, e as demais utilizadas
como qualificadoras. A ionizagao foi realizada por electrospray, em modo positivo. Os
parametros de fonte otimizados foram temperatura do bloco de aguecimento 400°C;
voltagem do electrospray a 4,0 kV; fluxo do gas de nebulizacéo da fonte (N2) a 3 L/min;
temperatura da linha de dessolvatacdo 526°C; fluxo de gas de secagem e
aquecimento (ar) a 10 L/min; e presséo do gas de dissociacao induzida por colisdo
(Ar) a 270 kPa.

As amostras de sangue submetidas ao preparo por QUEChERS foram
analisados em CL-EM/EM modelo LCMS8060 (Shimadzu, Kyoto, Jap&o), equipado
com coluna cromatografica Raptor Biphenyl (100 mm x 3,1 mm, 2,7 um, Restek, EUA)
mantida a 40°C. As fases moveis foram compostas por (A) agua ultrapura e (B)
metanol grau HPLC, ambos contendo 2 mmol/L de formiato de amonio e 0,1% de

acido foérmico. A vazéo foi de 400 pL/min e gradiente de eluicéo linear:

e Para a andlise de antidepressivos e antipsicéticos, variando de 10% a
95% de fase mével B, mantendo-se por 1 minuto a 95% e retornando para
10% em 0,1 minuto, com um total de 8,5 minutos de corrida cromatografica;
e Para a analise de benzodiazepinicos e sedativo-hipnético, variando de
10% a 95% de fase movel B, mantendo-se por 2 minutos a 95% e
retornando para 10% em 0,1 minuto, com um total de 10 minutos de corrida

cromatografica.

O espectrometro de massas foi programado para aquisicdo em modo de
monitoramento de reac¢des multiplas (multiple reaction monitoring, MRM), sendo
selecionadas duas transi¢cdes por analito. A ionizacéo foi realizada por electrospray,

em modo positivo. Os parametros de fonte otimizados foram:

e Para a andlise de antidepressivos e antipsicoéticos, a temperatura do
bloco de aquecimento a 400°C; voltagem do electrospray a 4,0 kV; fluxo do
gas de nebulizagdo da fonte (N2) a 3 L/min; temperatura da linha de
dessolvatagcdo 250°C; fluxo de gas de secagem e aquecimento (ar) a 10

L/min; e pressao de gas de dissocia¢ao induzida por coliséo (Ar) a 270 kPa.
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e Paraaandlise de benzodiazepinicos e sedativo-hipnético, a temperatura
do bloco de aquecimento a 400°C; voltagem do electrospray a 4,0 kV; fluxo
do gas de nebulizacdo da fonte (N2) a 3 L/min; temperatura da linha de
dessolvatacdo 250°C; fluxo de gas de secagem e aquecimento (ar) a 5
L/min e 15 L/min, respectivamente; e pressdo de gas de dissociacao

induzida por coliséo (Ar) a 270 kPa.

A identificacdo dos analitos foi realizada pelo tempo de retencéo relativo ao
padrdo (valor aceitavel de + 2%) e pela razdo entre as transicdes MRM de acordo com
as recomendacgdes da Society of Toxicological and Forensic Chemistry (GTFCh) (90).
O controle do instrumento, aquisicdo e tratamento dos dados obtidos foi realizado

através do software LabSolution (Shimadzu, Kyoto, Japao).
3.4. Amostras

O método quantitativo para a analise de fentanil e seus analogos em
amostras de sangue postmortem foi aplicado a rotina do Nucleo Toxicologia Forense
do Instituto Médico-Legal, Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica de S&o
Paulo (NTF/IML/SPTC). Os métodos baseados na extracdo por micro-QUEChERS
foram aplicados na analise de amostras cedidas pelo NTF/IML/SPTC ou pelo Instituto
de Andlises e Pesquisas Forenses da Policia Técnica de Sergipe (IAPF). Nao foram
utilizados dados de identificacdo de pacientes, nUmero de boletim de ocorréncia ou
processo judicial, dessa forma o estudo foi realizado com garantia de sigilo e

anonimato das amostras analisadas.
3.5. Preparo das amostras
3.5.1. Extracdo por micro-QUEChERS

O preparo de amostras foi iniciado com a pesagem de 100 mg de sal de
QUECHhERS (Q150, método AOAC; Restek, EUA) em um tubo de polipropileno (2 mL).
O sal utilizado neste trabalho foi constituido de uma mistura de sulfato de magnésio e
acetato de sédio (4:1, m/m). Em seguida, transferiu-se 300 pL de acetonitrila, 200 pL
de &gua ultrapura, 100 pL de amostra sangue postmortem e 10 pL de uma solugéo de
padrdo interno (citalopram-ds, desipramina-ds, desmetilcitalopram-ds, duloxetina-ds,

imipramina-ds, paroxetina-de, amitriptilina-ds, bupropiona-do, doxepina-dz e
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risperidone-d4, a 1 pg/mL). O tubo foi fechado, homogeneizado em 3 ciclos a 7 m/s
por 20 segundos (Bead Blaster D2400, Benchmark, EUA) e centrifugado a 14.000 rpm
por 10 minutos. Para os antidepressivos e antipsicoticos, a fase organica (100 pL) foi
diluida em fase mével aquosa (100 pL) em vials de vidro ambar (1,5 mL), enquanto
para os benzodiazepinicos e sedativo-hipnético foram 50 pL de extrato em 200 uL de

fase mdvel aguosa. Apoés essa etapa, 2 UL foram injetados no sistema cromatogréafico.
3.5.2. Extracao por precipitacao de proteinas

Para o preparo de amostras, 250 pL de amostra de sangue postmortem
foram transferidos para tubo de polipropileno (2 mL), onde foram entdo adicionados
25 pL de solugéo de padréo interno (cocaina-ds a 200 ng/mL em acetonitrila) e 1,0 mL
de acetonitrila gelada (armazenada a -20°C). Os tubos foram fechados, agitados em
vértex por 5 min, seguido de centrifugacédo a 14.000 rpm por 10 minutos. Apés esta
etapa, 600 pL do sobrenadante foram transferidos para um vial de vidro (1,5 mL), o
gual foi fechado por tampa plastica com septo de silicone, sendo 5 pL injetados no
sistema CL-EM/EM.

3.6. Validacdo do método analitico
3.6.1. Limites de deteccéo e quantificacéo

Os critérios de identificagdo empregados neste trabalho foram: eluicdo de
pico simétrico dentro de * 2% do tempo de retencdo do calibrador, uma razéo
sinal/ruido (S/N) de pelo menos 3 e uma razao entre os ions quantificador e o
qualificador dentro de + 20% daquele estabelecido pelos calibradores.

O limite de deteccdo (LD) é uma estimativa da menor concentracdo do
analito em uma amostra que pode ser diferenciado de uma matriz branca e identificado
pelo método analitico de maneira confiavel. O LD foi definido como a menor
concentracdo do analito que atendia a todos os critérios de identificacao.

O limite de quantificacdo (LQ) é a estimativa da menor concentracao de um
analito em uma amostra que pode ser medido de maneira confidvel, com exatiddo e
precisdo aceitaveis. O LD foi definido como a menor concentracdo do analito que
atendia a todos os critérios de identificacdo, além de uma razdo S/N de pelo menos

10 e quantificacao dentro de £ 20% da concentracdo nominal.
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3.6.2. Linearidade

A linearidade é determinada pela janela de concentracdes do analito sobre
as gquais o método deve ser usado. Este parametro € um modelo matematico que
descreve a correlagdo entre o sinal da resposta (razao entre a area do analito e padrédo
interno) e a concentragdo do analito na amostra. Foram utilizadas 06 (seis)
concentracfes para elaboracdo da curva de calibracdo. Um minimo de 05 (cinco)
replicatas por concentracao foram realizadas, ou seja, 01 (uma) corrida por dia ao
longo de 05 (cinco) dias.

A escolha de um modelo apropriado, isto €, linear ou quadrético, é
necessario para resultados quantitativos precisos e confiaveis. Foram avaliados 06
(seis) fatores de ponderacéo: 1/x, 1/x?, 1/x9°, 1ly, 1/y? e 1/y®°. Para cada uma das
condi¢des, o coeficiente de correlacdo (r) e o somatério dos erros residuais da

regressao (Y RE%), sendo escolhido aquele com menor Y RE%.
3.6.3. Exatidao e preciséao

A precisao e exatiddo do método foram determinadas em 03 (trés) niveis
de concentracdo: controle baixo, médio e alto. A exatiddo pode ser descrita como o
grau de concordancia entre a média dos resultados das medi¢cfes e a concentracdo
nominal, sendo reportado como uma porcentagem da diferengca. Um total de pelo
menos 03 (trés) replicatas de cada concentragdo, preparadas em amostras fortificadas
de sangue postmortem, foram extraidas e analisadas em cinco dias diferentes. O

parametro foi calculado para cada concentracdo usando a seguinte formula:

Exatidio (%) — <Xconcentragéo calculada — Concentra(;éo Teal) % 100

Concentracao real

A precisao corresponde a medida da proximidade de concordancia entre
uma série de medidas obtidas a partir de multiplas amostragens da mesma amostra
homogénea, sendo expresso como imprecisao.

As imprecisdes intradia e interdia foram avaliadas através do coeficiente de
variacdo (%CV) dos resultados obtidos de pelo menos 03 (trés) replicatas de cada

concentragcdo em um dia (n=3) e ao longo de 5 dias (n=15), respectivamente. A analise
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de variancia (ANOVA) unilateral foi realizada em cada concentracdo para avaliar a
variabilidade interdia (p<0,05).
O guia de validacao utilizado recomenda uma variacdo de no maximo 20%

como critério de aceitacao para esses dois parametros.
3.6.4. Contaminagéo cruzada

A contaminacdo cruzada (ou carryover) é o aparecimento de sinal do
analito ndo intencional em amostras subsequentes ap0s a analise de uma amostra
positiva, a ocorréncia deste pode levar a um resultado qualitativo e/ou quantitativo
impreciso.

Nesta etapa da validacdo, amostras de sangue postmortem isentas dos
analitos de interesse ou possiveis interferentes foram analisadas imediatamente apos
o limite superior de quantificagdo (LSQ). Se nenhum analito for observado (acima do
LD do método) na amostra de matriz branca, esta concentragéo € determinada como

a concentracdo na qual o método esta livre de carryover.
3.6.5. Estudos de interferentes

Os parametros avaliados neste tépico foram o efeito matriz e a
recuperacdo, atraveés da andlise de matrizes brancas de 06 (seis) fontes diferentes
sem a adigdo de um padrdo interno a fim de demonstrar a auséncia de interferentes
comumente presentes na matriz.

Para avaliacdo da recuperacao foram preparadas 02 (dois) conjuntos de 06
(seis) replicatas:

1. Amostras fortificadas antes do preparo de amostra (spike pré): amostras

de sangue postmortem fortificadas em 02 (duas) concentracfes (controles

baixo e alto). Neste grupo, os padrdes contendo os analitos de interesse
foram adicionados de acordo com o descrito para o preparo da amostra.

2. Amostras fortificadas ap6s o preparo de amostra (spike pds): amostras

de sangue postmortem fortificadas em 02 (duas) concentracdes (controles

baixo e alto). Neste grupo, os padrées contendo os analitos de interesse
foram adicionados apos a realizacéo do preparo da amostra.

A recuperacdao foi calculada de acordo com a seguinte férmula:
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Recuperacio (%) = <M> x 100
area spike pés
Para avaliacdo do efeito matriz foram preparadas 02 (dois) conjuntos de 06
(seis) replicatas:
1. Amostras de agua ultrapura fortificadas em 02 (dois) niveis (controles
baixo e alto): A adicdo dos padrdes contendo os analitos de interesse foi
realizado de acordo com o descrito para o preparo da amostra.
2. Amostras de sangue postmortem fortificadas em 02 (dois) niveis
(controles baixo e alto): A adicdo dos padrdes contendo os analitos de

interesse foi realizado de acordo com o descrito para o preparo da amostra.
3.6.6. Estabilidade

Estabilidade € a resisténcia de um analito a uma modificagdo em uma
matriz sobre condi¢cBes especificas em intervalos de tempo determinados. Este
parametro pode ser afetado por diversas variaveis, incluindo condi¢bes de
armazenamento e de processamento da amostra. Experimentos de estabilidade
devem ser desenhados e desenvolvidos para determinar situacées normalmente
encontradas nas operacdes do laboratério.

As amostras foram, inicialmente, avaliadas em 04 (quatro) replicatas a fim
de estabelecer as respostas no tempo inicial, ou seja, no tempo zero. A média da
resposta no tempo zero para cada um dos grupos de amostras foi comparada com a
média de sinais para cada um dos estudos de estabilidade.

As estabilidades foram calculadas de acordo com a seguinte formula:

X. , N .
Estabilidade de N dias (%) — ( areils dos analitos ap6s periodo deNdlas) % 100

Xéreas dos analitos no tempo zero

Para os antidepressivos e antipsicoticos foi avaliada a estabilidade em
amostrador automatico (24h) e apés 7, 15 e 30 dias em geladeira (4°C) ou freezer (-
20°C). Enquanto para os benzodiazepinicos, sedativo-hipnotico, fentanil e seus
andlogos, foi avaliada a estabilidade em amostrador automatico por 24h e 72h,

respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Artigo publicado

Os resultados obtidos no desenvolvimento e validacdo de método para
guantificacdo de 28 substancias psicoativas em amostras de sangue postmortem por
micro-QUEChERS modificado e CL-EM/EM foram publicados na revista Journal of
Analytical Toxicology [V. 45 (7), pg. 644—656, 2021],
https://doi.org/10.1093/jat/bkaal38. O texto do manuscrito publicado sera

apresentado a seguir.

Journal of Analytical Toxicology, 2021,45:644-656
doi:https://doi.org/10.1093/jat/bkaa138
Advance Access Publication Date: 30 September 2020
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Abstract

The development of new sample preparation alternatives in analytical toxicology
leading to quick, effective, automated and environmentally friendly procedures is
growing in importance. One of these alternatives is the QUEChERS, originally
developed for the analysis of pesticide residues, producing cleaner extracts than liquid-
liquid extraction, and easier separation of aqueous and organic phases. However,
there are few published studies on the miniaturization of this technique for forensic
toxicology, especially in postmortem analysis. We developed and validated a modified
micro-QUEChERS and LC-MS/MS assay to quantify 16 antidepressants, seven
antipsychotics and three metabolites, and semi-quantify norfluoxetine and
norsertraline in postmortem blood. The calibration curve was linear from 1-500 ng/mL,
achieved a r>0.99, with all standards quantifying within +15% of target except +20% at
the limit of quantification (LOQ) of 1 ng/mL for 26 substances. The F test was applied
to evaluate if the variance between replicates remained constant for all calibrators. Six
weighting factors were analyzed (1/x, 1/x2, 1/x%5, 1ly, 1/y2, 1/y°®%), with the weighting
factor with the lowest sum of residual regression errors (1/x?) selected. No endogenous
or exogenous interferences were observed. Method imprecision and bias were less
than 19.0% and 19.7%, respectively. Advantages of this method include a low sample
volume of 100 pL, simple but effective sample preparation and a rapid 8.5 min run
time. The validated analytical method was successfully applied to the analysis of 100

authentic postmortem samples.

Keywords: micro-QUEChERS; Antidepressants; Antipsychotics; Postmortem;

Forensic toxicology; LC-MS/MS
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Introduction

Psychoactive substances (PAS) identification and quantification is crucial
for postmortem forensic toxicology because these compounds are frequently involved
in overdoses and deaths, and drug-facilitated crimes. However, many PAS are also
pharmacotherapies to treat depression and other mental disorders, such as
antidepressants and mood stabilizers. Acute intoxication by antidepressants leads to
excitement and delirium, seizures, dryness of the mouth and skin, inhibition of bowel
and bladder activity, respiratory depression, cardiac dysrhythmias and coma. When
used in association, monoaminoxidase inhibitors (MAOIi) and selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRI) may cause serotonergic syndrome, characterized by
hyperthermia, muscle stiffness, myoclonus and rapid changes in mental state and vital
signs (1). Antipsychotics are another class of drugs prescribed for the treatment of
depression, anxiety and personality disorders, with the atypical antipsychotics most
commonly prescribed.

The choice of the biological matrix to perform toxicological analysis depends
on the purpose of the analysis, and the route, dose, frequency of use and
pharmacokinetics of the xenobiotic of interest. Blood (whole blood, serum or plasma)
is the main matrix of choice for the quantification of toxicants because it best correlates
with a drug’s pharmacodynamic effects (2, 3). Sample pretreatment is necessary to
separate and concentrate analytes of interest from the matrix, and for preparing an
extract compatible with the instrument selected for identification and quantification of
analytes (4). Currently, methods based on microextraction processes are available as
alternatives to classic liquid-liquid (LLE) and solid phase (SPE) extraction techniques.
LLE is simple and inexpensive, but matrix interferences may lead to poor extraction
efficiencies and contamination of equipment. SPE has outstanding selectivity and
eliminates interfering substances; however, it is time consuming and more expensive
than LLE (5). There is an ongoing search for new sample preparation techniques that
are rapid, effective, automatable and environmentally friendly. QUEChERS, the
acronym for quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe, also known as dispersive
SPE extraction, achieves these sample preparation goals.

Anastassiades et al (6) purposed the original QUEChERS technique in 2003
to extract pesticide residues in food samples. The method utilized acetonitrile for the

extraction, which is less toxic than those used traditionally in LLE, followed by partition
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of analytes enhanced by the addition of salts to increase ionic strength (salting out
effect). Finally, there was a clean-up step employing dispersive SPE extraction. This
technique produced cleaner extracts than LLE, facilitated the isolation of the organic
phase, and the acetonitrile solvent enabled direct injection into a liquid chromatography
(LC) - or gas chromatography (GC) mass spectrometry (MS) instrument. Other
solvents, such as chloroform, hexane, acetone and ethyl acetate, are not as readily
amenable for direct injection (7). The QUEChERS technique was applied for the
identification and quantification of pesticides, environmental contaminants and
pharmaceuticals in urine and blood samples (8-13). Thus, QUEChERS is easy,
reproducible, rapid, less expensive and environmentally friendly than traditional
extraction techniques, including for postmortem samples (13-17).

The aim of this research was to develop and validate a modified QUEChERS
method for sample preparation of postmortem blood to identify and quantify 28 PAS.
The micro-QUEChERS approach for drug extraction is rapid, requires a low sample
volume, is suitable for compounds with different physiochemical properties, and is
environmentally friendly due to low solvent consumption. To the best of our knowledge,
there are few published studies on the miniaturization of this technique in forensic

toxicology, especially in postmortem analysis.

Experimental
Standards and chemicals

Reference standards of bupropion, citalopram, sertraline, desipramine,
desmethylcitalopram, duloxetine, fluoxetine, imipramine, mirtazapine, norsertraline,
nortriptyline,  o-desmethylvenlafaxine,  paroxetine, trazodone, venlafaxine,
amitriptyline, amitriptyline-ds and imipramine-ds, olanzapine, risperidone-ds and
levomepromazine were purchased from LoGiCal Group (Teddington, Middlesex, UK).
Haloperidol, hydroxybupropion, norfluoxetine, doxepin, clomipramine, trimipramine,
desipramine-ds, duloxetine-ds, citalopram-ds, doxepin-ds;, paroxetine-ds and
desmethylcitalopram-ds standards were acquired from Cerilliant (Round Rock, Texas,
USA). Clozapine, duloxetine and ziprasidone standards were obtained from USP
(Rockville, Maryland, USA) and bupropion-dg and quetiapine standards were from
Toronto Research Chemicals (North York, Ontario, Canada). The certified plasma bi-

level controls for tricyclic antidepressants were purchased from Chromsystems
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(Grafelfing, Bavaria, Germany). Acetonitrile, ammonium formate, methanol and formic
acid (98-100%) were acquired from Merck (Darmstadt, Hesse, Germany), and all
extraction solvents were HPLC grade. Ultra-pure deionized water was supplied by a
Milli-Q RG unit from Millipore (Milford, Massachusetts, USA).

Calibrators, quality controls and internal standards

Individual stock solutions were prepared by dilution of reference standards
in methanol. Analytes were separated into three groups and combined working stock
solutions formulated. Calibrators at 1, 50, 100, 200, 300 and 500 ng/mL were prepared
by fortifying 100 pL blank human postmortem blood, previously documented to be
negative by laboratory testing, with 10 pL of the appropriate combined working stock
solution.

Quality control (QC) solutions were prepared by a different analyst from the
individual preparing the calibrators. Mixed analyte QC solutions were prepared in
methanol. QC samples were created at 3, 150 and 400 ng/mL by fortifying 100 pL
blank human postmortem blood with 10 uL of the appropriate QC solution.

The internal standard mixture (citalopram-ds, desipramine-ds,
desmethylcitalopram-ds, duloxetine-ds, imipramine-ds, paroxetine-ds, amitriptyline-ds,
bupropion-ds, doxepin-ds and risperidone-ds) was prepared by appropriate dilution in
methanol, to reach a final concentration of 1 ug/mL. All solutions were stored at -20°C

in amber glass vials.

Sample preparation

For sample preparation, 300 pL acetonitrile was transferred to a
polypropylene tube containing 100 mg Q150 AOAC QUEChERS salt (mixture of
magnesium sulphate and sodium acetate, 4:1 m/m, Restek, Bellefonte, USA), followed
by 200 pL ultrapure water, 100 uL postmortem blood and 10 pL IS solution. The tube
was capped, homogenized in a multi-bead shaker (Bead Blaster D2400, Benchmark,
Sayreville, USA) at 7 m/s for 20 s (3 cycles) and centrifuged at 9,400 g for 10 min. The
organic phase (100 pL) was diluted in mobile phase A (100 pL) and transferred to LC
vials, with 2 pL injected into the liquid chromatography—tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) instrument.
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Instrumentation

The analysis was performed on a Nexera X2 UFLC chromatographic
system coupled to a LCMS8060 triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu,
Kyoto, Japan). The chromatographic separation was performed on a Raptor Biphenyl
column (100 mm x 2.1 mm ID, 2.7 ym, Restek, Bellefonte, Pennsylvania, USA)
maintained at 40°C. The mobile phase consisted of ultra-pure water (A) and methanol
(B), both containing 0.1% formic acid and 2 mmol/L ammonium formate. The flow rate
was 0.4 mL/min and the gradient elution consisted of a linear change in %B, from 10
to 95%, holding at 95% B for 1 min and returning to 10% over 0.1 min, for a 8.5 min
total run time.

The mass spectrometer was equipped with an electrospray ionization
source (ESI), operated in positive mode. The optimized source parameters were: heat
block temperature 400°C; ion spray voltage 4.0 kV; nebulizer gas (N2) flow 3 L/min;
desolvation line temperature 250°C; drying gas (N2) flow 10 L/min; heating gas (N2)
flow 10 L/min; and collision induced dissociation gas pressure (Ar) 270 kPa. The
analyses were performed in multiple reaction monitoring mode (MRM). For each
compound, two MRM transitions were selected, one for quantification and one qualifier
for confirmation/identification (Table 1), using the MRM ratio as an identification criteria
with a £20% maximum acceptance criteria. Data were acquired and analyzed with the

LabSolutions software (version 5.96, Shimadzu, Kyoto, Japan).

Validation of the method

The method was validated according to guidelines published by the
Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX) and the Society of
Toxicological and Forensic Chemistry (GTFCh) (18, 19). Blank human postmortem
blood for preparation of fortified matrix samples for validation were collected in blood
collection tubes containing sodium fluoride and EDTA K3 (ethylenediaminetetraacetic

tripotassium salt), and confirmed negative for analytes of interest prior to use.
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Table 1. Mass spectrometer parameters and retention times of psychotropic drugs and internal standards, limit of quantification (LOQ) and
linearity for the analysis in postmortem blood by micro-QUEChERS liquid chromatography—tandem mass spectrometry (LC—MS/MS).

MRM Retention LOQ Linearit
Analyte transitions EP (V) CE (V) CCEP (V) . ) IS / / y
(mf2) time (min) (ng/mL) (ng/mL)
. 313.0 > 256.1 -15 -24 -17 .
Olanzapine —313.0 > 198.0 16 41 20 2.41 Bupropion-dg 1 1-500
d thylvenlafaxi 2011 081 14 22 21 2.86 D thylcital d 1 1 - 500
o-desmethylvenlafaxine 57 "5 1o 14 13 o5 . esmethylcitalopram-ds; -
. 256.0 > 238.2 -13 -14 -15 .
Hydroxybupropion —256.0 > 139.0 28 28 o5 3.21 Bupropion-dg 1 1-500
B ion-d 249.0 > 185.1 -16 -13 -21 3.47 1 1-500
upropion=ds 249.0 > 131.1 -16 29 28 : - -
B . 240.1 > 184.1 -11 -11 -20 349 B ion-d 1 1-500
upropion 240.1 > 131.1 11 27 25 ' upropion-ds )
Venlafaxi 278.0 > 58.1 19 22 24 3.68 D thylcital d 1 1 - 500
enlafaxine 578.0 > 260 1 19 11 29 . esmethylcitalopram-ds; -
Mirt . 266.1 >195.1 -45 -24 21 3.76 D thvlcital d 1 1-500
irtazapine —266.1 > 791 29 99 29 ) esmethylcitalopram-ds; -
cl . 326.9 > 270.2 -16 -24 -18 3.02 Cital d 1 1-500
ozapine 326.9 > 192.2 16 47 19 : Italopram-Ce -
. 314.2 >109.0 -25 -26 -19
Desmethylcitalopram-ds —314.2 > 262 1 16 .18 17 3.97 - 1 1-500
Cital q 331.2>109.2 -13 -30 -20 3.98 | Lo
MEDRIEIETI e 331.2 > 262.0 13 22 17 : - -
. 311.0>109.1 -16 -25 -10 .
Desmethylcitalopram —311.0 > 262 1 16 .18 17 3.98 Desmethylcitalopram-ds 1 1-500
. 325.5>109.1 -15 -27 -21 .
Citalopram —325.5 > 262 1 15 .19 19 3.99 Citalopram-ds 1 1-500
. 375.9>123.0 -26 -41 -24 .
Haloperidol —375.9 > 165.0 26 95 18 4.09 Doxepin-ds 1 1-500



Trazodone
Doxepin-ds
Risperidone-d,4
Norfluoxetine
Risperidone
Fluoxetine
Doxepin
Quetiapine
Ziprasidone
Desipramine-ds
Desipramine
Paroxetine-ds
Paroxetine
Duloxetine
Imipramine

Imipramine-ds

372.2>176.0
372.2 >148.0
283.2 >107.2
283.2>235.0
415.2 > 195.0
415.2 > 114.2
296.3>134.1
296.3 > 30.1
411.0>191.1
411.0>110.1
310.1>44.1
310.1>148.1
280.2 >107.1
280.2 > 115.2
348.0 > 253.0
348.0 > 221.0
413.3>194.0
413.3 > 159.0
270.4>75.0
270.4 >193.1
267.1>72.1
267.1 >208.1
336.2>76.1
336.2 >198.3
330.1>70.1
330.1>192.1
297.9>442
297.9>154.1
284.1 > 86.0
284.1 >58.0
284.1 > 89.0
284.1>61.0

-28
-28
-15
-15

411

412

4.14

4.15

4.15

4.17

4.20

4.35

4.36

4.42

4.43

4.43

4.44

4.47

4.47

4.47

Citalopram-ds

Risperidone-da
Risperidone-d,4
Risperidone-da
Doxepin-ds
Desipramine-ds

Paroxetine-ds

Desipramine-ds;

Paroxetine-ds

Duloxetine-ds

Imipramine-ds;

57

1-500

1-500

1-500

50 - 500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500

1-500
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301.2>47.1 -12 -26 -17

Duloxetine-ds 3012 > 155.2 15 13 17 4.49 - 1 1-500
o 264.1 > 233.1 -12 -14 -26 o
Nortriptyline 264.1 > 911 12 24 18 452 Amitriptyline-ds 1 1-500
o 278.1>91.0 -29 -27 -18 S
Amitriptyline 5781 > 233.1 29 16 26 4.55 Amitriptyline-ds 1 1-500
o 281.4>233.1 -15 -19 -15
Amitriptyline-ds 2814 > 1051 15 25 21 4.55 - 1 1-500
" . 295.2>100.1 -40 -21 -16 . :
Trimipramine 2952 > 58.0 15 -39 29 4.62 Imipramine-ds 1 1-500
. 329.1 >100.1 -36 -22 -19 .
Levomepromazine 329 1 > 58.1 16 -40 22 4.69 Duloxetine-ds 1 1-500
Clomipramine % 1; g% ;i 4.75 Imipramine-ds 1 1-500
, 274.9 > 158.9 -14 -23 -16 L
Norsertraline 2749 > 88.9 14 -70 15 4.75 Amitriptyline-ds 50 50 - 500
Sertraline w 12 i; ;g 4.75 Amitriptyline-ds 1 1-500

Quantifier transitions are underlined; MRM = multiple reaction monitoring; EP = entrance potential; CE = collision energy; CCEP = collision cell exit
potential; IS = internal standard
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Limit of detection, quantification and linearity

Identification criteria included a symmetrical peak eluting within £2% of the
average calibrator retention time, a signal-to-noise ratio of at least 3 and an ion ratio
between the quantifying and qualifier MRM within £20% of that established by the
calibrators. The limit of detection (LOD) was defined as the lowest concentration that
met all identification criteria, with the limit of quantification (LOQ) being the lowest
concentration fulfilling the identification criteria, a signal-to-noise ratio of at least 10 and
guantifying within £20% of each target concentration (19).

Linearity of the calibration curve was assessed in five batches over 5 days,
with six point calibration curves (1, 50, 100, 200, 300 and 500 ng/mL). Calibrators were
required to quantify within £20% coefficient of variation of each target concentration.
For the construction of the calibration curve, the F test was applied to evaluate if the
variance between the replicates remained constant for the different concentrations of
the calibration curve. Thus, six weighting factors were analyzed: 1/x, 1/x2, 1/x%5, 1/y,
1/y2, 1/y%5. For each of the six conditions, the correlation coefficient (r) and sum of
residual regression errors (XRE%) were calculated. The weighting factor with the
lowest >*RE% was selected (20).

Bias

Bias was evaluated at three different concentrations (low, medium and high
control) in postmortem blood samples over five different batches. Four replicates of
each QC concentration were run in each batch with fresh calibrators. The highest
average acceptable bias from the target concentration was =20%. Results are

presented in percentages.

Imprecision

Intraday and interday imprecision were evaluated as the percent relative
standard deviation (%RSD) of results from replicate samples (low, medium and high
QC) within a day (n=4) and over 5 days (n=20), respectively. Imprecision values with
%RSD less than 20% were considered acceptable. One-way analysis of variance
(ANOVA) was performed on each QC concentration to assess potentially significant
interday variability at p<0.05.
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Interference studies

Fifty-eight possible exogenous interferences (drugs of abuse and
pharmaceuticals) were fortified (50 ng/mL) into the LOQ and negative postmortem
blood samples and analyzed (Supplementary Table 1). In the fortified negative
samples, no peak can satisfy LOD criteria for the target analytes, and when fortified
into LOQ samples, the target analytes were required to quantify within +20% RSD of
the expected concentration. No interference was noted if all analytes in the low QC
quantified within £20% of target with acceptable qualifier/quantifier MRM ratios and no

peak in the negative sample satisfied LOD criteria.

Matrix effect

Matrix effects were evaluated by comparison of target analyte peak areas
in six blank postmortem blood samples fortified with analytes after extraction compared
to the average target peak areas of a set of fortified ultra-pure water samples. These
twelve samples were extracted according to the method described above. Results
were expressed as percentages and a negative result is indicative of matrix

suppression, and a positive result of matrix enhancement.

Recovery

Recovery (extraction efficiency) was performed in two batches: the first
using six replicates of blank postmortem blood samples fortified with all analytes and
internal standards at the low and high QC concentrations, extracted with the proposed
procedure and injected into the LC-MS/MS; the second, using six replicates of blank
postmortem blood samples extracted by the proposed procedure and, the final extract
was fortified with all analytes and internal standards at the low and high QC
concentrations and injected into the LC-MS/MS. The average peak area of the samples
fortified prior to extraction divided by the average peak area of the samples fortified

after extraction is multiplied by 100 to give the extraction efficiency.

Carryover

Carryover is the appearance of unintended analyte signal in subsequent
samples after the analysis of a highly positive sample. Carryover can produce
inaccurate qualitative or quantitative results. To evaluate carryover, blank matrix

samples were analyzed immediately after a fortified blood extract with all analytes at
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the highest calibrator concentration (500 ng/mL). If no analyte is observed (above the
method’s LOD) in the blank matrix, this concentration is determined to be the

concentration at which the method is free from carryover (18).

Dilution integrity

Dilution integrity was studied by diluting one portion of fortified postmortem
blood samples (at 1 pg/mL) with three portions of blank postmortem blood (1:4). A 1:10
dilution was similarly challenged. If the measured concentration times the dilution
factor is within £20% of the target concentration, the integrity of the dilution is

established.

Stability

All the stability studies were conducted on low and high QC samples (n=6)
in triplicate. Postmortem blood samples were fortified with working solutions on day
zero, aliquoted in 2 mL polypropylene tubes and stored at 4°C (refrigerator) and -20°C
(freezer). At 7, 15 and 30 days, aliquots at each QCs were fortified with internal
standard and quantified using freshly prepared calibration curves.

For evaluation of autosampler stability, QC and calibrator samples were
extracted, analyzed, stored on the autosampler at 10°C and re-injected after 24 hours
comparing peak areas of the values obtained against the original QCs peak areas.

Stability after three freeze-thaw cycles at -20°C was evaluated by fortifying
postmortem blood samples on day zero, and after each concentration was quantified,
the other triplicates were stored at -20°C. After three freeze-thaw cycles (one cycle =
24 hours), these triplicates samples were also quantified against a newly prepared
calibration curve. In all stability studies, analytes were considered stable if the

concentration was within +20% of the initial concentration.

Results and Discussion

For optimization of sample preparation, two QueChERS salts were
tested: Q110 (mixture of magnesium sulphate, sodium chloride, trisodium citrate
dihydrate and disodium hydrogencitrate sesquihydrate; 4:1:1:0.5 m/m, Restek,
Bellefonte, USA) and Q150 AOAC (mixture of magnesium sulphate and sodium
acetate, 4:1 m/m, Restek, Bellefonte, USA). The Q150 AOAC QUEChERS salt was
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selected as the best reagent for sample preparation, because it showed cleaner
extracts and higher peaks intensity (evaluated by peak areas) than Q110 QUEChERS

salt.

Unfortunately, reference materials are very expensive and difficult to
obtain with the ordering requirements for laboratories in developing countries, beside
that we followed the SWGTOX Guidelines and prepared different stock solutions for

the reference standard and QC solutions by different analysts and different weighing.

The developed method identified and quantified 26 PAS and semi-
guantified two PAS metabolites of diverse structure and chemistry in 8.5 minutes,
reducing the cost and time of analysis. LOD and LOQ were 1 ng/mL for all analytes,
except for norsertraline and norfluoxetine. Figure 1 is the LC-MS/MS chromatogram of
twenty-eight PAS at the LOQ including 16 antidepressants, 7 antipsychotics and 5
metabolites. Although the gradient elution generates a well-defined peak for the 28
analytes, norfluoxetine and norsertraline did not achieve our predefined acceptance

criteria for LOQ, therefore, were classified as semi-quantitative.

The most effective weighting factor for the calibration curve from 1 to 500
ng/mL with the lowest ZRE% was 1/x? for most analytes. Excellent performance was
achieved with r>0.99 and calculated concentrations of calibrators within +20% of
target. During method optimization, water transitions were used as quantitative
transition for hydroxibupropion and as qualifier transitions for venlafaxine and o-
desmethylvenlafaxine. These MRM transitions were selected because they were the
most abundant when compared to the abundance of other transitions. These same
MRM transitions were usefully employed by other authors in seven other
antidepressants methods (13, 21-26). Besides the lower selectivity of water loss, the

method did not showed endogenous or exogenous interferences.

The results for imprecision and bias for each analyte are shown in Table 2.
The highest imprecision in this validation was 19.0% for the low olanzapine QC (3.0
ng/mL). For evaluation of imprecision, an ANOVA was performed yielding the highest
intra-day imprecision of 10.8% for duloxetine, and 19.0% for the inter-day imprecision
of olanzapine, both at low QC (3.0 ng/mL). Bias was less than 19.7%, 14.8% and
11.4% for the low, medium and high QC, respectively. Bias was also evaluated by
analysis of the certified tricyclic antidepressant controls, with deviation from
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established concentrations less than 17.3%. For all analytes, results were in good
agreement with the SWGTOX guideline that set +20% as the acceptance criteria.

Therefore, it was concluded that the method has good repeatability and reproducibility.

No carryover was observed in blank samples after analysis of a 500 ng/mL
sample (highest calibrator), and neither endogenous (analysis of 10 different
postmortem blood samples) or exogenous interferences (Supplementary Table 1)
were documented. The method’s selectivity was evaluated with fifty-eight other
pharmaceuticals and drugs of abuse, with no interference meeting the established
validation acceptance criteria. Unfortunately, because the analytical column is not for
chiral separation, there is no separation of enantiomers, as in the case of citalopram,
nor separate completely the isomers of doxepin. This antidepressant is commercially
available as a mixture of trans and cis isomers in a ratio of approximately 85:15 with
cis-doxepin as a relatively minor constituent. In addition, doxepin’s mixture of isomers
in this ratio are presented in reference material commercially available, which was used
in our method validation. Even with changes in the elution gradient, the baseline
separation of the two isomers was not possible. Thus, quantification of doxepin was
performed by the highest intensity peak. Additional analysis can be performed, if

necessary, to separate the enantiomers.

The results of recovery and matrix effects are described in Table 2.
Recovery was greater than 85.9% (sertraline low QC) for all analytes. For most
analytes, observed matrix effects were less than 25%, considered acceptable by
SWGTOX guidelines if bias and imprecision are less than 20%. The highest matrix
effects were for olanzapine at the high QC (37.3%) and levomepromazine 28.6% and
27.5% for the low and high QC, respectively. Both analytes achieved acceptable

imprecision and bias.



64

Olanzapine o-desmethylvenlafaxine Hydroxybupropion Bupropion-dy Bupropion
313.0 > 256.1 Azay laeS 42641 2581 206 2560 > 238.2 ‘I.‘IPI 10862450 = 185.1 {347 JIQ =11 1345
200t 3930 > 1680 | s [0 82 1 14e5 2550 > 139.0 (l 8> 4314 ||‘ 1aes J240 > 1311 !
] K 1557
= 1300 ] ! o 4 Syl = ‘\ o, B f“
i | 2 \ g ( g \ 4 [
@ 1 1o fides o 0
5 e, \ T s & % . 3 5
E Eu] i g™ N E £ o]
T s f“L = = II'}“ = ‘A s =
AN o AN L
il e — O T T T T a —
2 _'l L4 _15 25 26 pr _EJ] ) i kL u 1' R‘l =.IF !:!_ 1'41 1:'. 33 ..';I-i a _35 a S_J 35 _'JS w
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)
Venlafaxine Mirtazapine Clozapine Desmethylcitalopram-d; (S) and (R)-citalopram-ds
276.0 = 581 n3se oac J256.1 = 1954 nare 1269 =270 2 fraop 3142 = 1090 387 40643312 » 1092 fi19n
125 I ' i
1005, ]270.0 = 2601 Il 2661 = 721 | 1ze5J076 8 = 132 7 ‘[é31-2'7f:5 |ﬂ| Ja31.2 > 2620 ||
10053 | N | (
=, 00e1] ! - I | o 105 = B | U |
2 o] = ] 2> 7 ! &
E e 1 g e I'.'\|| g At 'EN-&E ‘u“-\ é’ | ‘
k3 a Gilea ] -l.‘ '.Il @ o] 8 - ll I.l g 200
anea] E
E £ wej }n | = £, | £
20et anea ] 20t I 3
IR : Y E !
000 — ] 0Dl — - — 0
ELI ] nlu-' a0 s § e PR LM s oo s 33 40 a1 4z BT AT
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min}) Time (min})
Desmethylcitalopram Haloperidol Trazodone Doxepin-ds
301091 208 e BT 1D hER 50 F" n 21072 412
15e5 3110 > 2521 650 [\ 80 I| a3z =250 |
e I set ] i
%‘\m- I\ = I 2 Ifl -“?. 3
= g wn wn E | w
2 yai, Il'l‘nl E E 30t { | E
£ s !, | = g I Eu
|
2304 W 10e1 |
. 3 _ I .
5w w e A ' ' LW e a R
Time (min Time (min) Time (min) Time (min)
Norfluoxetine Risperidone Fluoxetine Doxepin Quetiapine
7064 (2963 > 1341 415 4110 > 1511 "IA1|5 - 3101 =841 .'I-ilf =071 rll-iit B0 =250 Fajj
29635300 |n| 1o 11021100 126535001 2 e 231157 SDe4 1380 > 2210 IllI
e 10 3
= ine Pl = H > 5, 4062 r‘
= k= = e ] E= Z |
& st 2 st 2 » 2 'z 21643 i
5 e 5 g g 6o \
b= T anes] T ] ‘ £ 20017 i
= = E ll 1= =™ |
1 20ed 202 f | e \I
ARy i !
n0ed P £ — o
3 a0 41 4z 43 44 a0z M3 aa B4 a2 w G a2 4 o E W a ws
Time (min) Time (min) Time (min Time (min) Time (min)
Desipramine-ds Duloxetine-ds Risperidone-dy Imipramine-d; Desipramine
zrea>750 42 .t 422 avee{ais e 050 f| 414 1o (447 26712721 ) 243
163.1 ||| a15.2> 114.2 ‘ o 2841610 I| G0sa 2671 > 2081
| i & |
2" z i 2" Eud | E
D scec] @ 4085 | |I 2 7 @ ‘ 2 A0ed
o 5] I o = FTREN ||' |I| G o
C 0 E et | = | £ [ £
= = [ Toee] 058 |
0.8e5q 3 [ 1 ) ‘?A 124
| [T} A nne / et 00e0 3 == —
LE3 43 a4 -il.‘~ 16 47 a2 41 44 FEY 48 41 0 an .J. “ 42‘ 43 44 42 a3 .l.l 4= _45 a7 42 a3 a as 48
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)
Paroxetine Trimipramine Imipramine Duloxetine Nortriptyline
50 3301 2 701 F"’-" J28E2 51000 fa.62 1265 478412 86.0 fia47 a7 2413011 fi452
3301 = 1021 ‘ 2004 | a0 | Jemirasmo JI \ IPRE P l]l
et - 1065 0
Afed 7 o = = = il
= = i EL ’ = = .l
] i | 2024
£ ' £ o | T s ! 2 = |
= . N I A B =)
et ] I 2t ] h ] 201
+0: R S, . j 4, T S St — - oo ]
& a3 M 45 48 47 5 48 47 48 2 E s 47 ar a4 45 45 4 PRV E
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min}) Time (min)
Ziprasidone Paroxetine-dg Amitriptyline Norsertraline Amitriptyline-d;
T332 1900 I[\”E e AT fi+ee {int~e hee 70a5 281 4 2291 1 lrr"os
4733 > 1890 | e5]336.3 = 1983 PECLREEE {‘( 2814+ 1051
D5 | 3 | |
2o ! 2o w 20 2z 2 |
7] | @ ] E ‘@ |
% e | \ % Aes @ et [TRE g s J\
—— -— - 4 =
= ane A [= = \ = [
- ||‘.' Y _— 5 = et \\
200 I
. PR | - i e o
T L e e o PO A CEI T i O Ta
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)
Levomepromazine Sertraline
P81 21001 pEE] hATs Bes {7060 > 1580 ,.Iu.rs

i

¥

=

Intensity
LR

Intensity

B

Intensity
£




65

Figure 1. Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms for postmortem blood
samples containing 16 antidepressants (amitriptyline, bupropion, citalopram,
clomipramine, desipramine, doxepin, duloxetine, fluoxetine, imipramine, mirtazapine,
o-desmethylvenlafaxine, paroxetine, sertraline, trazodone, trimipramine and
venlafaxine), 7 antipsychotics (clozapine, haloperidol, levomepromazine, olanzapine,
guetiapine, risperidone and ziprasidone), 3 metabolites (hydroxybupropion,
desmethylcitalopram, and nortriptyline) at LOQ (1.0 ng/mL), except for norfluoxetine
and norsertraline (50 ng/mL).
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Table 2. Validation results for imprecision, bias and matrix effects for psychotropic drugs in postmortem blood by micro-QUEChERS and

LC-MS/MS.

Intraday imprecision Interday imprecision i ()

Analyte (%RySD)p(n =4) (%RZ}D) F()n=20) '\(A‘Z[)”()r(‘ tiffleoc)t Bias (%) (n=20) Rec?r\ll =e€r5))/ o)

Low Medium High Low Medium High Low  High Low Medium High Low High

Amitriptyline 9.2 6.5 5.3 15.1 12.1 9.8 -4.0 0.6 -9.2 -4.6 -4.9 89.6 116
Bupropion 9.0 5.6 3.8 8.0 8.4 6.3 2.2 4.3 -1.3 -1.7 -1.7 93.2 114
Citalopram 8.3 5.8 4.2 8.7 8.0 6.4 -5.2 -4.3 -1.0 -2.8 -1.8 97.8 116
Clomipramine 6.8 7.5 6.9 11.3 13.6 9.4 3.2 9.0 -12.2 -8.7 -7.3 92.6 109
Clozapine 6.5 7.7 7.0 15.0 10.2 8.0 6.1 5.8 -7.2 -2.5 -2.0 99.3 106
Desipramine 7.5 6.1 6.2 11.3 12.9 114 25 3.3 -3.3 -5.7 -5.7 95.2 115
Desmethylcitalopram 7.7 6.2 3.7 7.3 7.9 5.1 -3.9 -3.2 3.0 0.3 -1.4 101 114
Doxepin 7.4 7.8 6.7 6.6 9.4 6.6 -10.7 1.5 -10.3 -2.4 -1.2 105 109
Duloxetine 10.8 6.2 5.0 14.0 13.9 7.7 51 7.8 -6.8 -9.7 -7.0 92.2 107
Fluoxetine 9.8 5.6 5.2 9.7 6.4 6.2 2.0 4.0 3.2 0.1 -0.1 92.1 114
Haloperidol 7.0 8.0 6.5 5.9 8.0 7.6 -8.7 1.8 -5.8 4.1 -2.6 102 108
Hydroxybupropion 9.5 6.0 3.7 9.7 8.1 4.6 9.4 5.6 10.2 7.3 7.7 96.9 105
Imipramine 7.9 6.9 3.7 11.4 10.6 6.0 -1.6 0.1 -6.2 4.1 -4.6 89.5 116
Levomepromazine 6.6 8.7 8.7 7.5 8.6 10.9 28.6 27.5 -18.0 -14.2 -3.9 102 109
Mirtazapine 6.1 6.9 5.5 8.3 15.3 7.9 34 3.8 -14.3 -10.7 -8.8 99.9 108
Norfluoxetine * 8.0 4.9 * 16.5 12.5 * 6.6 * -2.7 -6.3 * 112
Norsertraline * 7.5 5.0 * 13.6 111 * 17.6 * -4.6 -5.7 * 114
Nortriptyline 9.3 7.0 3.8 12.3 11.8 8.1 2.7 4.3 -5.0 -4.0 -5.3 90.8 116



o-desmethylvenlafaxine
Olanzapine

Paroxetine

Quetiapine

Risperidone

Sertraline

Trazodone
Trimipramine
Venlafaxine

Ziprasidone

4.1
8.4
9.4
54
6.4
7.4
6.4
9.3
9.8
7.5

1.4
7.3
7.5
7.4
7.1
7.5
7.5
6.1
5.6
7.0

4.2
9.7
6.6
7.1
5.6
5.2
6.6
5.6
6.3
6.3

4.5
19.0
11.7

6.3
12.9

6.4

7.0

9.9
115

9.6

10.3
16.1
13.5
10.1
11.7
11.6
9.9
11.0
13.7
16.9

7.6
15.0
10.1

7.3
10.8

8.8

7.8
10.3
14.0
17.4

3.1
24.0
3.4
-4.5
0.7
20.0
0.3
2.0
-6.7
6.5

5.7
37.3
9.0
0.6
-1.9
18.2
-0.8
1.7
-6.0
7.4

4.8
-6.7
-12.5
-8.3
1.0
2.7
-10.3
-6.3
-15.8
-19.7

6.6
-7.2
-9.0
-4.4
3.6
-1.7
-6.7
-4.8
-12.2
-14.8

0.4
4.0
-7.0
2.6
5.2
4.1
-5.0
2.4

-10.5

-11.4

102
103
102
100
97.0
85.9
105
88.8
90.8
106
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111
106
106
106
107
114
109
116
114
104

* Norfluoxetine and norsertraline did not achieve the acceptance criteria for the LOQ and low QC, and were classified as semi-quantitative.



68

All analytes were stable for 15 days at 4°C, except for olanzapine,
ziprasidone and bupropion. Hydroxybupropion, mirtazapine, trazodone and quetiapine
were stable for 30 days at 4°C. Of all the analytes, olanzapine, o-
desmethylvenlafaxine, bupropion and venlafaxine were not stable for at least 30 days
at -20°C, and levomepromazine was stable for only 7 days frozen. Stability studies on
the auto-sampler for 24 hours indicated that most analytes were stable for 24 hours,
except for sertraline at the low QC. All analytes were stable for 3 freeze/thaw cycles (1
cycle = 24 hours at -20°C). The results for the stability studies are shown in
Supplementary Table 2.

The instabilities of olanzapine and bupropion are well known. According to
Bishop-Freeman et al. (27), after 30 days bupropion severely degraded at room
temperature, but samples stored in a freezer were the most stable. Olanzapine stability
varies according to sample matrix and physical storage conditions. Andreassen et al.
(28) noted that UV exposure caused significant degradation, recommending that
samples be protected from light. Unfortunately, sample preparation is conducted on
the bench top with direct light exposure. An alternative would be to analyzes active
metabolites that have greater stability, as a good indicator for exposure to the parent

drug.

Analysis of authentic forensic toxicology cases

One hundred postmortem blood samples suspected to contain PAS were
donated by law enforcement and evaluated by this newly validated analytical method.
The samples were collected between 2015 and 2019, from the states of Sao Paulo
(Southeast Brazil) and Sergipe (Northeast Brazil), samples were anonymized, sent to
our laboratory for this method validation and stored frozen until analysis. The most
common antidepressants and antipsychotics found in these postmortem blood
samples were citalopram and risperidone. Citalopram was detected in 17 of 52 positive
samples, in concentrations between 1-789 ng/mL. Concentrations above the
therapeutic level were observed in 14 samples, and in 12 samples more than one PAS
was identified. These results and the analytes’ therapeutic ranges are found in Table
4. Supplementary Figure 1 depicts the LC-MS/MS results of an authentic postmortem
blood sample analyzed by the new method with 225 ng/mL olanzapine, 103 ng/mL

desmethylcitalopram and 789 ng/mL citalopram. Despite the described instability of
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olanzapine and bupropion and the age of the available cases, positive results for these
two analytes or their metabolites were obtained. Dilution integrity was studied for
analytes that showed results above 500 ng/mL (amitriptyline, bupropion, citalopram,
fluoxetine, hydroxybupropion, norfluoxetine, norsertraline, nortriptyline, and sertraline),
in addition to the carryover assessment in subsequent analyzes. Results for these nine
analytes are the measured concentration times the dilution factor. No carryover was
observed, and dilution integrity was documented at the specified dilutions within +20%
of the target concentration during method validation.

Table 3. Authentic postmortem blood sample results (ng/mL) with the new LC-MS/MS
analytical method for psychoactive substances.

Sample Analyte c-lt;rr:?:reiﬁ?;ttilgn Co nScaenr:Frzion
Citalopram 50-110 3.4
" o-desmethylvenlafaxine 100 - 400 15
#3 Citalopram 50 - 110 10.8
Citalopram 50-110 2.4
e Mirtazapine 30-80 3.1
Citalopram 50-110 1.2
Desmethylcitalopram - 1.8
Haloperidol 5-17 1.6
#5
Hydroxybupropion - 14
Risperidone 2-20 2.1
Trazodone 0.7-10 11
#6 Citalopram 50-110 3.0
#12 Citalopram 50-110 1.9
Citalopram 50-110 1.4
#13 Desmethylcitalopram - 1.1
Risperidone 2-20 1.3
#14 Citalopram 50-110 16.7
#15 Citalopram 50-110 1.7
#19 Citalopram 50-110 1.9
#20 Citalopram 50-110 7.0
#38 Citalopram 50-110 1.0
#49 Amitriptyline 50 - 300 7.6

#54 Ziprasidone 50 - 200 29.5



#60

#61

#62

#63

#64

#65

#66

#67

#68

#69

#70

#71

Norsertraline
Sertraline
Norsertraline
Sertraline
Norsertraline
Sertraline
Norsertraline

Sertraline

Hydroxybupropion

Quetiapine
Fluoxetine
Norfluoxetine
Amitriptyline
Nortriptyline
Amitriptyline
Nortriptyline
Fluoxetine
Norfluoxetine
Norsertraline
Nortriptyline
Sertraline
Paroxetine
Amitriptyline
Nortriptyline

Quetiapine

10 - 250

10 - 250

10 - 250

10 - 250
100 - 500
120 - 500
50 - 300
20 - 200
50 - 300
20 - 200
120 - 500

20 - 200
10 - 250
10-120
50 - 300
20 - 200
100 - 500

454
396
57.3
27.0
66.3
74.2
7.6
2.3
262
339
94.9
910
7.1
5.3
7.5
12.5
162
45.6
173
21.9
130
76.4
1130
718
457
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#12

#73

#74

#75

#76

#r7

#78

#79

#80

#81

#82

#83

#84

#85

#86

#87

#88

#89

Fluoxetine
Norfluoxetine
Amitriptyline
Nortriptyline
Desipramine
Olanzapine
Fluoxetine
Norfluoxetine
Citalopram
Desmethylcitalopram
Amitriptyline
Nortriptyline
Haloperidol
Bupropion
Hydroxybupropion
Citalopram
Desmethylcitalopram
Fluoxetine
Norfluoxetine
Levomepromazine
Citalopram
Desmethylcitalopram
Amitriptyline
Nortriptyline
Norsertraline
Sertraline
Nortriptyline

Quetiapine

o-desmethylvenlafaxine

Venlafaxine
Fluoxetine
Norfluoxetine
Quetiapine
Haloperidol

Norsertraline

120 - 500
50 - 300
20 - 200
10 - 500
20 - 80
120 - 500

50 -110

50 - 300

5-17
10-20

50-110

120 - 500
5-200
50 -110

50 - 300
20 - 200
10 - 250
20 - 200
100 - 500
100 - 400
100 - 400
120 - 500
100 - 500
5-17

1131
981
68.8
121
63.1
45.9
731
622
63.5
19.2
4503
2072
8.7
2918
2118
455
57.8
499
2093
389
176
167
4475
2057
2412
1800
28.9
14.9
152
79.0
1037
673
6.6
40.1
196

71
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Sertraline 10 - 250 164
#90 Haloperidol 5-17 7.4
#91 Nortriptyline 20 - 200 10.3

Norsertraline - 233
#92 .

Sertraline 10 - 250 71.1

Citalopram 50-110 789
#93 Desmethylcitalopram - 103

Olanzapine 20-80 225

Norsertraline - 70.4
#94

Sertraline 10 - 250 60.6

Amitriptyline 50 - 300 95.6
#95

Nortriptyline 20 - 200 54.7

Citalopram 50-110 366
#96 _

Desmethylcitalopram - 150

Amitriptyline 50 - 300 54.0
#97

Nortriptyline 20 - 200 177

The micro-QUEChERS procedure requires a low 100 pyL sample volume and
made our laboratory more efficient due to the 15 min sample preparation time that is
more rapid than LLE and SPE techniques. Moreover, this sample preparation requires
less frequent instrument maintenance due to cleaner extracts as compared to simple
protein precipitation. This is especially true for postmortem blood samples that may be
clotted or putrefied. The current method provides fast and reliable determinations of
multiple drugs in a single analysis and is fit for purpose for a forensic toxicology

laboratory workload.

Conclusions

A sensitive method based on micro-QUEChERS and LC-MS/MS was
developed to quantify 16 antidepressants, 7 antipsychotics and 3 metabolites, and
semi-quantify two additional metabolites. The method was fully validated, requires a
low 100 pL sample volume and combines a single sample preparation step and fast
instrumental analysis. When applied to authentic postmortem samples, the efficiency

of the protocol was demonstrated.
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Supplementary Table 1. Fifty-eight possible exogenous interferences (drugs of abuse and pharmaceuticals) were evaluated during method

validation.
OPIATES STIMULANTS BENZODIAZEPINES gggx.ﬁ-\r}gg & ANALGESICS OTHERS
Heroin Amphetamine Oxazepam Zolpidem Paracetamol Desloratadine Naphazoline
Codeine Methamphetamine Nitrazepam Midazolam Meloxicam Loratadine Ranitidine
Oxycodone MDA Clonazepam Prednisone Hydroxyzine Metoclopramide
Hydrocodone MDMA Flunitrazepam Prednisolone Promethazine Domperidone
Meperidine MDEA Alprazolam Celecoxib Hydrochlorothiazide ~ Ondansetron
Methadone Diazepam Betamethasone  Furosemide Glibenclamide
Cocaine Temazepam Dexamethasone  Chlorthalidone Atorvastatin
Tramadol Lorazepam Carbamazepine Atenolol
N-desmethyltramadol Bromazepam Phenobarbital Propranolol
Nordiazepam Phenytoin Diltiazem
7-aminoclonazepam Valproic acid Captopril
7-aminoflunitrazepam Salbutamol
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Supplementary table 2. Stabilities for psychoactive compounds at 4°C and -20°C for 7, 15 and 30 days, on the auto-sampler and following up to three freeze/thaw

cycles.
Auto-sampler Freeze/Thaw Refrigerator (4 °C) Freezer (-20 °C)
Analyte 24 hours a C?;/E?/ed:e;h) 7 days 15 days 30 days 7 days 15 days 30 days

Low SD High SD |[Low SD High SD |Low SD High SD Low SD High SD Low SD High SD |Low SD High SD Low SD High SD Low SD High SD
Amitriptyline 0.8 13 0.2 20 |83.1 0.2 98.3 7.3 |92.8 12.7 89.6 1.4 94.0 6.3 95.6 2.9 20.5 35.5 90.3 10.0(83.1 6.3 86.1 2.0 96.4 4.2 97.7 2.1 12.0 17.8 92.6 10.3
Bupropion 04 133 24 9.1 |87.6 0.1 103 3.3 (583 4.1 61.1 0.5 405 55 386 0.8 3.6 3.6 12.8 0.7 (845 4.1 87.0 44 88.1 2.1 93.1 2.7 79.8 82 80.1 4.6
Citalopram 1.0 27 05 9.0 914 04 999 50 (100 29.6 87.7 2.6 72.0 9.2 93.6 2.7 68.3 9.2 85.7 53 |123 5.6 85.0 45 76.8 3.7 965 2.8 939 84 97.0 5.0
Clomipramine 141 22 99 39961 8.1 834 2.7 |81.8 6.7 852 2.6 909 81 905 1.8 61.0 18.4 90.9 9.6 [80.5 2.2 86.5 7.5 88.3 45 91.6 3.0 98.7 6.0 90.8 7.0
Clozapine 1.2 78 14 12.6(93.2 0.3 92.7 9.8 (89.6 3.9 85.0 0.4 97.4 10.3 93.6 49 63.6 11.2 92.2 7.6 |97.4 0.0 92.8 10.0 98.7 2.2 96.4 29 974 2.8 91.8 54
Desipramine 34 43 26 28|89.1 0.1 99.2 150|940 7.2 97.7 54 964 75 936 2.6 639 55 884 9.7 (100 2.1 98.0 53 952 2.1 98.0 2.0 916 55 89.2 11.0
Desmethylcitalopram 0.7 22 13 7.0|94.1 0.2 98.1 59 |90.2 56 82.0 24 829 56 90.0 2.3 68.3 9.2 85.7 53 |95.1 3.7 845 6.1 90.2 2.1 965 2.4 98.8 3.7 87.5 8.9
Doxepin 1.7 91 04 140965 0.1 102 7.4 (848 4.4 86.6 51 759 3.8 84.1 2.0 50.6 44 94.1 6.6 |86.1 2.2 89.9 7.8 823 2.2 865 3.8 823 2.2 94.7 10.0
Duloxetine 54 23 24 321|955 0.1 98.2 221917 7.2 813 1.3 93.1 64 876 2.8 61.1 8.7 83.0 5.7 |944 12.0 844 4.1 100 0.0 945 1.0 107 2.4 85.0 11.1
Fluoxetine 89 28 22 09|106 55 939 2.1 (86.1 2.2 886 4.2 899 79 91.2 36 304 6.6 87.1 6.8 |949 3.8 853 44 96.2 44 985 4.0 975 2.2 98.8 9.2
Haloperidol 0.0 47 03 231|844 0.1 88.1 109|859 49 84.1 7.7 915 9.8 825 24 324 6.5 951 9.7 944 6.5 91.1 9.0 915 6.5 84.6 2.6 117 28.1 94.5 10.6
Hydroxybupropion 5.2 13.1 0.2 17.0{106 0.0 111 4.7 916 55 88.8 24 976 7.2 986 0.9 83.1 3.6 88.6 4.7 |192.8 2.1 90.2 46 101 0.0 106 3.2 904 3.6 91.0 6.3
Imipramine 3.6 3.7 50 25 |100 0.0 98.6 6.9 86.6 56 92.1 4.1 90.2 9.2 96.2 0.8 683 56 84.6 59 |84.1 3.7 894 24 915 3.7 974 2.3 89.0 5.6 96.4 10.0
Levomepromazine 14 39 14 3.0 (104 0.1 107 12.2|819 4.8 83.5 2.9 83.318.2 809 1.7 83.318.281.7 9.2 |83.3 4.2 84.2 7.7 79.2 42 804 23 778 24 849 124
Mirtazapine 24 104 1.2 158|103 0.3 102 9.2 |103 8.4 89.3 2.8 89.2 8.1 87.0 1.0 8.1 4.1 81.1 3.0 |97.3 7.0 85.0 3.9 93.2 0.0 89.8 24 90.5 2.3 87.3 7.3
Norfluoxetine ND ND 24 43 |ND ND 69.7 13.0|ND ND 81.0 43 ND ND 727 20 ND ND 727 79 |ND ND 948 96 ND ND 924 50 ND ND 90.0 74
Norsertraline 18.7 19.5 18.7 18.9(96.4 10.4 96.1 1.2 |105 3.6 90.6 3.3 86.7 9.6 92.2 19 54.2 188 83.2 7.9 (113 4.2 941 7.4 91.6 2.1 91.7 4.7 106 12.7 86.9 9.7
Nortriptyline 85 34 19 041|775 0.1 965 6.4 |81.2 6.1 914 2.7 87.1 89 97.0 2.2 67.1 18.7 89.5 9.2 |87.1 54 952 6.1 84.7 0.0 95.6 4.8 94.1 8.9 92.8 10.7
o-desmethylvenlafaxine | 4.6 12.1 1.6 11.1|97.0 0.2 96.5 13.9/945 5.0 959 1.6 96.7 50 96.6 0.4 84.6 33.0 80.6 4.0 |197.8 1.9 978 44 835 19 98.8 2.3 75.8 8.7 81.0 6.6
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Risperidone
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Trazodone
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Ziprasidone
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Supplementary Figure 1. Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms for
postmortem blood sample (#93, see Table 4) analyzed by the proposed method.
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4.2.Desenvolvimento e validacdo de método analitico determinacdo de

benzodiazepinicos

e sedativo-hipnéticos

amostras de

sangue

postmortem por micro-QUEChERS e cromatografia liguida acoplada a

espectrometria de massas

4.2.1. Otimizacéao e validacdo do método analitico

As condigdes instrumentais do espectrometro de massas foram otimizadas

para 0s quatorze analitos de interesse (9 benzodiazepinicos, 3 produtos de

biotransformacédo, 1 sedativo-hipnético e um padrdo interno deuterado), através da

injecédo de solucdes padrao na concentracao de 5 ng/mL de cada analito diretamente

na fonte ESI. As voltagens do Q1 pre bias, CE e Q2 pre bias foram otimizadas atraves

de ferramentas do software LabSolutions. Posteriormente, a coluna cromatografica foi

colocada no equipamento e os mesmos padrdes foram injetados, a fim de verificar 0

tempo de retencdo de cada substancia. A Tabela 1 mostra as condi¢cdes otimizadas

do espectrometro de massas e o tempo de retencdo para cada um dos analitos de

interesse e padrao interno.

Tabela 1 - Condi¢des otimizadas de MRM e tempos de retencdo dos analitos de
interesse para 0 método quantitativo para benzodiazepinicos e sedativo-hipnético.

. Q1 Pre Q3 Pre Tempo de
Analito MRM (m/z) bias (V) CE (V) bias (V) retencdo (min)
. 308.1>2350  -10 25 24
Zolpidem 308.1 > 92,0 .10 .42 .16 4.80
. 3260>2011  -17 .28 219
Al 326,0>2491  -16 .38 .16 S
Bromazenam 3180>1821  -12 .33 .18 5 49
P 3180>2090  -16 .28 .20 !
orazenam 321,0>2750  -23 23 12 oe
P 321,0>2290  -24 .29 .15 ’
287.0>2410  -30 .24 .26
Oxazepam 287.0>1041  -29 .36 .20 564
316,0>2700  -24 .26 12
ClemE P 316,0>2141  -23 .40 222 S5k
_ 2822>2362  -14 .25 .15
Nitrazepam 2822>1802  -14 .41 17 5,68
. 2712>1402  -14 .29 13
Mgie e e 2712 >2082  -30 .29 23 S
. 3142>2681  -12 .26 17
Flunitrazepam 3142 > 239 1 23 35 24 6,05
Cemazenam 3012>2550  -15 23 11 610
P 301,2>177.1  -15 -40 .18 !
Alprazolam 309,2>2810  -15 .27 .18 6,17
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309,2 > 205,1 -23 -45 -20

-
> - - -

e EOL 2,
> - - -

oo Wems ko x @ g

fon quantificador esta sublinhado; MRM = multiple reaction monitoring; CE = collision energy

A imagem abaixo (Figura 11) exibe os cromatogramas de ions extraidos de
cada analitos no limite de quantificacdo, apds extracdo pelo método citado e andlise
por CL-EM/EM.
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Figura 11 — Cromatogramas de ions extraidos de amostra de sangue postmortem
adicionada dos analitos no limite de quantificacdo (10 ng/mL) e submetida ao preparo
de amostras pelo método citado e analise por CL-EM/EM. Créditos a autora.

O método validado foi capaz de quantificar 9 benzodiazepinicos, 3 produtos
de biotransformacéo e 1 sedativo-hipnético com limites de deteccéo e quantificacao
de 10 ng/mL. Os pontos da curva de calibracdo, controles e solucao de padréo interno
foram preparados através da adicdo de 10 pL de solucéo trabalho a 100 pL de sangue
postmortem branco, previamente analisado para diversos medicamentos e drogas de
abuso. A curva de calibracéo foi construida de 10 a 2000 ng/mL (10, 50, 100, 500,
1000 e 2000 ng/mL). Por apresentar comportamento heteroscedastico, as curvas de

calibragcdo foram realizadas utilizando ponderacdo 1/x, que apresentou menor
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somatério dos erros residuais da regressdo (ZRE%) e obteve coeficientes de
determinacao de correlacao (r) > 0,99.

N&o foram observados nenhum interferente endégeno ou exdgeno, nem
contaminagcdo cruzada (carryover). A especificidade do método foi determinada
avaliando cinquenta e oito farmacos e drogas de abuso, nenhuma interferéncia foi
observada. A imagem abaixo (Figura 12) exibe os resultados de amostra de sangue

postmortem negativa, apos extracao pelo método citado e analise por CL-EM/EM.
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Figura 12 - Cromatogramas de ions extraidos de uma amostra negativa de sangue
postmortem, apds extracao pelo método citado e analise por CL-EM/EM. Créditos a
autora.

A imprecisao intra-dia e inter-dia do método foi melhor que 11,1% e 18,2%,
respectivamente, sendo os dois valores foram obtidos para o controle alto (1500
ng/mL) do bromazepam. A inexatiddo foi melhor do que 12,1%, 11,7% e 17,4% para
os controles baixo (30 ng/mL), médio (750 ng/mL) e alto (1500 ng/mL),
respectivamente, para todos os analitos. A recuperacéao foi maior que 86,5% (controle
alto do zolpidem) e o efeito da matriz melhor que -11,9% (controle baixo do etizolam).
Os resultados de impreciséo, inexatidao, efeito de matriz e recuperacdo para cada

analito sdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultados obtidos para os parametros de imprecisao, inexatidao, efeito de matriz e recuperacédo para o método quantitativo
para benzodiazepinicos e sedativo-hipnatico.

_— Imprg/s(i:s\%o(;]n:tg?—dia Imp(r(yeoccif/?o(nigtleg’r)—dia Bias (%) (n=15) Efeito(?:aé)riz (%) Recup(ir:lg)éo (%)
CB CM CA CB CM CA CB CM CA CB CA CB CA
Alprazolam 42 4.1 3,2 43 5,0 6,0 43 57 57 -1,8 0,1 95,6 87,0
Bromazepam 8,9 10,4 11,1 12,6 12,0 18,2 12,1 11,7 17,4 19 15,5 88,0 98,1
Clonazepam 6,4 7,1 5,6 7,6 11,4 10,8 7,4 10,9 10,2 2,7 -0,4 92,2 89,5
Diazepam 3,6 4,3 3,7 3,3 7,6 5,2 3,3 7,3 5,0 -1,6 -4,6 95,0 90,0
Etizolam 4,5 8,0 7,0 6,3 8,0 6,8 6,1 8,0 6,8 -11,9 -4,8 89,2 86,5
Flunitrazepam 3,1 6,0 4,1 3,6 8,3 8,0 3,6 8,0 7,6 29 0,0 93,0 89,3
Lorazepam 6,2 7,4 4.9 5,4 10,3 9,3 5,5 9,9 8.8 9,1 0,5 91,4 88,9
Midazolam 2,7 3.8 5,6 6,8 6,2 9,7 6,4 5,9 9,3 1,9 0,2 91,0 86,7
Nitrazepam 6,3 7,0 55 5,6 10,3 8,0 6,2 9,9 7,7 -3,6 -0,3 97,2 92,7
Nordiazepam 3.8 5,5 5,5 5,2 11,0 10,3 5,0 10,4 9,8 -1,0 -1,5 89,8 87,9
Oxazepam 6,6 8,1 4,6 6,2 11,7 9,5 6,2 11,3 9,0 -1,6 -0,8 91,8 88,8
Temazepam 3,3 7,6 3,9 3,9 9,2 7,8 3,8 9,0 7,3 -3,4 -1,9 90,4 88,4
Zolpidem 2,5 4,1 5,8 4,3 8,2 9,9 4,1 7,8 9,5 -7,0 -1,0 88,8 86,5

CB = Controle baixo (30 ng/mL); CM = Controle médio (750 ng/mL); CA = Controle alto (1500 ng/mL)
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Todos os analitos foram estaveis por pelo menos 24h em amostrador
automatico (10°C) apés a extracdo, com excecado do nitrazepam. A Tabela 3 exibe os
resultados obtidos para a estabilidade pds processamento:

Tabela 3 - Resultados obtidos no estudo de estabilidade pds processamento, quando

os extratos foram armazenados no amostrador automatico a 10°C por 24h.
Autosampler 24 h

Analito (10°C)
Baixo Alto
Alprazolam 99,0 101
Bromazepam 97,1 99,9
Clonazepam 93,2 89,0
Diazepam 80,3 100
Etizolam 95,0 97,1
Flunitrazepam 98,1 97,2
Lorazepam 99,0 100
Midazolam 96,0 101
Nitrazepam 58,7 60,7
Nordiazepam 81,4 83,8
Oxazepam 96,1 97,3
Temazepam 85,1 89,1
Zolpidem 96,2 99,6

4.2.2. Aplicagdo do método na anélise de amostras reais

Apbs a validacdo do método, foram analisadas 16 amostras reais cedidas
pelo NTF/IML/SPTC. Dentre todas, apenas 09 foram positivas para 1 ou mais analitos
deste método, sendo 02 substancias encontradas acima da concentracao terapéutica
em uma amostra: alprazolam e zolpidem (amostra #112). A tabela a seguir (Tabela 4)
exibe os resultados obtidos nas amostras positivas, enquanto a figura (Figura 13)

corresponde aos MRM obtidos para a amostra identificada como 114.
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Tabela 4 - Resultados obtidos das analises de amostras reais, além da concentracéo

terapéutica e toxica de cada substancia (26,91).
Concentragédo (ng/mL)

Intensidade

Intensidade

Amostra Analito - L
Terapéutica Toxica Calculada
102 Clonazepam 20-70 > 80 27,2
Nordiazepam 170 — 1840 > 1000 60,9
105 Clonazepam 20-70 >80 20,6
Diazepam 100 — 2500 > 1500 15,6
108 Nordiazepam 170 - 1840 > 1000 1119
Diazepam 100 - 2500 > 1500 198,4
109 Midazolam 40 - 250 > 1000 90,3
110 Diazepam 100 — 2500 > 1500 30,6
Midazolam 40 - 250 > 2400 93,7
112 Alprazolam 5-102 >100 84,2
Zolpidem 80 — 200 > 500 401,5
Oxazepam 500 - 2000 > 2000 11,3
114 Nordiazepam 170 - 1840 > 1000 336,9
Temazepam 300 - 900 > 1000 18,0
Diazepam 100 - 2500 > 1500 113,6
115 Clonazepam 20-70 >80 12,8
116 Nordiazepam 170 - 1840 > 1000 21,1
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Figura 13 — Cromatograma de ions extraidos de uma amostra real de sangue
postmortem (amostra 114, apds extracdo pelo método citado e analise por CL-EM/EM,
onde foram detectados oxazepam (11,3 ng/mL), nordiazepam (336,9 ng/mL),
temazepam (18,0 ng/mL) e diazepam (113,6 ng/mL). Créditos a autora.
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A presenca de mais de um analito em uma amostra (Tabela 4 e Figura 13)
pode ser devido a presenca de produtos de biotransformacédo do benzodiazepinicos
usado pelo individuo. O diazepam é metabolizado em nordiazepam por uma reagao
de desmetilagdo ou em temazepam por hidroxiladacdo e, posteriormente em

oxazepam por desmetilagdo do temazepam ou hidroxiladacéo do nordiazepam (Figura

14) (14,26,92,93).
H 0
N\_g
cl O —N

/ \ 0
\\N 0 Nordiazepam N
cl Cl —N

Diazepam \ \}q 0 / Oxazepam
sot
cl —N

G

Temazepam

Figura 14 — Biotransformacao do diazepam, originando o nordiazepam, temazepam e
oxazepam. llustracao baseada em Dorta et al (2018) (26) e Luk et al (2014) (93).

4.3. Desenvolvimento e validagdo de método analitico quantitativo baseado
em extracdo por precipitacdo de proteinas para analise fentanil e seus

analogos em amostras de sangue postmortem
4.3.1. Otimizacé&o e validagcado do método analitico

Os parametros do espectrometro de massas foram otimizados para 0os nove
analitos de interesse (fentanil, sete analogos e um padréo interno deuterado), de modo
a oferecer a melhor seletividade e sensibilidade.

Baseando-se na literatura e através injecao de padrdes certificados de cada
analito diretamente na fonte ESI, foram determinados os ions precursores e ions

produtos (um ion qualificador e pelo menos um ion quantificador). As voltagens do Q1
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pre bias, CE e Q2 pre bias foram otimizadas através de ferramentas do software
LabSolutions. Posteriormente, a coluna cromatografica foi colocada no equipamento
e 0s mesmos padrdes foram injetados, a fim de verificar o tempo de retencéo de cada
substancia. A Tabela 5 mostra as condi¢des otimizadas de MRM, voltagens e tempo
de retencéo para cada um dos analitos de interesse e padrao interno.

Tabela 5 - Condi¢gbes otimizadas de MRM e tempos de retencao do fentanil, seus
analogos e padréo interno para 0 método quantitativo por CL-EM/EM.

. Q1 Pre Q3 Pre Tempo de
Analito MRM (m/z) bias (V) CE (V) bias (V) retencdo (min)
] ] 219.1 >84.1 -16 -19 -15
Acetil norfentanil 6,17
219,1>55,1 -16 -34 -21
5 307,0 >185,0 -15 -20 -19
Cocaina-ds 7,19
307,0 > 85,0 -15 -33 -16
) ) 323,3>105,2 -17 -40 -19
Acetilfentanil 7,51
323,3>188,2 -10 -24 -12
) ) 343,1>111,0 -13 -35 -19
Tiofentanil 7,82
343,1>194,1 -25 -22 -19
) ] 335,3>188,2 -17 -39 -18
Acrilfentanil 7,87
335,3>105,1 -17 -23 -20
) ) 375,3>105,1 -19 -40 -20
Furanil fentanil 7,92
375,3>188,2 -11 -24 -12
) 337,3>188,1 -10 -25 -19
Fentanil 8,01
337,3>105,1 -10 -42 -10
395,3>335,1 -20 -19 -22
Carfentanil 395,3 > 113,2 -11 -30 -11 8,19
395,3>105,1 -15 -47 -19
) ) 365,2 > 188,2 -14 -43 -20 8,85
Valerilfentanil
365,2 > 105,1 -18 -25 -18

fon quantificador esta sublinhado; MRM = multiple reaction monitoring; CE = collision
energy

O método validado foi capaz de quantificar o fentanil e 7 analogos com
limites de deteccédo e quantificacdo de 1 ng/mL. Os pontos da curva de calibragéo,
controles e solucao de padrdo interno foram preparados através da adicdo de 25 pL
de solucao trabalho a 250 pL de sangue postmortem branco, previamente analisado
para diversos medicamentos e drogas de abuso. A curva de calibracao foi de 1 a 100
ng/mL (1, 5, 10, 30, 50 e 100 ng/mL), o fator de ponderagcdo com menor somatério dos

erros residuais da regressao (2RE%) foi 1/x para a maioria dos analitos, obtendo
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coeficientes de correlacéo (r) > 0,99 e exatidao para todos os pontos melhor do que
+20%.

Nenhuma contaminacgéo cruzada (carryover) foi observada nas amostras
brancas de sangue postmortem analisadas apés o limite superior de quantificagdo 100
ng / mL. Também nado foram observados nenhum interferente endégeno ou exégeno.
A especificidade do método foi determinada avaliando quarenta e seis farmacos e
drogas de abuso, nenhuma interferéncia foi observada. As Figuras 15 e 16 mostram
0S cromatogramas com precursor e ions obtidos para cada analito do método no LQ

e uma amostra negativa, respectivamente.
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Figura 15 - Cromatogramas de ions extraidos de amostra de sangue postmortem
negativa adicionada dos analitos no limite de quantificagcédo (1 ng/mL), e submetida ao
preparo de amostras do método citado e analise por CL-EM/EM. Créditos a autora.
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Figura 16 — Cromatogramas de ions extraidos obtidos de uma amostra negativa de
sangue postmortem, apés extracdo pelo método citado e andlise por CL-EM/EM.

Créditos a autora.

As imprecisoes intra-dia e inter-dia foram melhores que 13,8% e 10,7%,

respectivamente, sendo ambos obtidos para o controle baixo (3 ng/mL) do acetil

fentanil. A inexatidao foi inferior a -10,7%, 7,9% e 7,5% para os controles baixo (3

ng/mL), médio (25 ng/mL) e alto (75 ng/mL) do acetil norfentanil, respectivamente. A

recuperacao foi superior a 58% (controle alto do fentanil) e o efeito da matriz, 11,1%

(controle alto do acetil fentanil). Os resultados de impreciséo, inexatidao, efeito de

matriz e recuperacao para cada analito sdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados de imprecisdo, inexatiddo, efeito de matriz e recuperacdo para o fentanil e 7 analogos.

N Imprg/coics\éllg)(irr]\ige)l—dia Imp(r(yeocckc,/?tznigtlzr)—dia Inexatid&o (%) (n=15) Efeito(rr:]:ag)riz (%) Recup(er:]rjlg)éo (%)
CB CM CA CB CM CA CB CM CA CB CA CB CA

Acetil norfentanil 10,3 6,9 6,7 8,9 53 6,7 -10,7 -7,9 -7,5 -1,73 3,86 62,4 58,9
Acetilfentanil 13,8 8,1 6,8 10,7 8,6 9,0 4,95 2,24 2,94 1,41 11,14 58,9 60,2
Tiofentanil 12,1 7,3 7,8 9,4 5,1 5,9 2,82 -0,83 -1,66 3,04 7,17 61,4 58,3
Acrilfentanil 11,0 9,0 9,5 10,5 7,1 8,9 0,85 5,22 3,38 8,43 7,25 63,5 60,6
Furanil fentanil 11,7 9,7 6,6 9,3 7,4 7,9 0,6 5,3 3,9 6,06 7,30 61,0 60,1
Fentanil 10,8 8,7 7,3 10,5 5,9 6,5 2,48 3,77 4,40 6,78 9,99 61,3 58,0
Carfentanil 11,2 8,5 10,9 111 7,0 8,2 4,47 2,31 1,53 5,73 9,10 63,8 61,8
Valerilfentanil 9,6 6,2 8,5 8,3 6,4 8,0 1,00 3,17 0,24 7,99 7,38 57,7 58,5

CB = Controle baixo (3 ng/mL); CM = Controle médio (25 ng/mL); CA = controle alto (75 ng/mL)
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A estabilidade foi avaliada apds armazenamento por 24h e 72h em
amostrador automatico (estabilidade pos processamento), pois dependendo da
demanda do laboratorio, as amostras extraidas podem permanecer no instrumento
por até 3 dias antes de serem injetadas. Sendo assim, optou-se por avaliar a
estabilidade em um periodo maior do que o previsto pelo laboratério. A Tabela 7 exibe
os resultados obtidos para a estabilidade:

Tabela 7 - Resultados obtidos para o parametro de estabilidade apds armazenamento
por 24h e 72h no amostrador automatico do CL-EM/EM.

Autosampler 24 h Autosampler 72 h
Analito
CB CA CB CA

Acetil norfentanil 100,4 93,9 102,5 98,2
Acetil fentanil 91,9 97,4 104,2 109,4
Tiofentanil 95,3 92,0 103,7 95,8
Acrilfentanil 101,1 97,9 109,9 109,9
Furanil fentanil 102,3 99,8 111,2 112,3
Fentanil 103,0 99,3 88,9 98,5
Carfentanil 112,2 103,9 123,9 98,4
Valerilfentanil 93,1 95,4 97,7 100,6

CB = Controle baixo (3 ng/mL); CM = Controle médio (25 ng/mL); CA = controle
alto (75 ng/mL)

4.3.2. Aplicacdo do método na analise de amostras reais

O método foi aplicado por quatro meses na rotina do Nucleo de Toxicologia
Forense do Instituto Médico Legal, Superintendéncia da Policia Técnico-cientifica de
Sédo Paulo, sendo o fentanil o opioide mais encontrado nas amostras de sangue
postmortem. Essa substancia foi detectada em 79 amostras (45,4% das identificacbes
positivas entre os opioides), em concentracdes entre 1,0 e 18,7 ng/mL. Apenas 1 caso
de acetil norfentanil foi identificado (11,8 ng/mL), e nenhuma amostra estava acima
da concentracdo terapéutica para esses analitos. A Figura 15 mostra o0s
cromatogramas de monitoramento de reagdo multipla (MRM) de uma amostra positiva

para fentanil.
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Figura 17 - Cromatograma de ions extraidos de uma amostra real de sangue

postmortem (amostra 79) analisada com o método proposto, onde foi detectada a
presenca de fentanil (4,4 ng/mL). Créditos a autora.

O fentanil € usado como anestésico em cirurgias hospitalares, e a maioria
das amostras também é positiva para midazolam, uma combinacdo comumente
utilizada para sedagdes em ambiente hospitalar. Como observamos apenas
concentracdes dentro da faixa terapéutica, acreditamos néo poder classificar as 79
amostras positivas como abuso dessa substancia. Além disso, as drogas mais
consumidas na América do Sul sdo a cannabis, seguida da cocaina, enquanto 0s
opioides e opidceos ocupam o quinto e o sexto lugar, respectivamente, em prevaléncia

de consumo (2).
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5. DISCUSSAO GERAL

Devido a crescente necessidade de métodos sensiveis, seletivos, que
utilizem reduzido volume de solventes organicos e que permitam a automacao para a
toxicologia analitica, foram desenvolvidos e validados trés métodos analiticos capazes
de quantificar um total de 49 (quarenta e nove) SPA, com o0 objetivo de realizar uma
analise critica e avaliar a viabilidade do uso de técnicas emergentes de preparo de
amostras nas analises toxicologicas realizadas em amostras bioldgicas postmortem.
As substancias de interesse foram escolhidas quanto a casuistica relatada pelo
CIATox de Campinas, NTF/IML/SPTC e IAPF.

Todos os analitos obtiveram valores aceitos para os parametros avaliados
durante as validacGes dos métodos, com excecao do efeito de matriz da olanzapina
no controle alto (37,3%) e levomepromazina (28,6% e 27,5% para os controles baixo
e alto, respectivamente). Apesar dos resultados obtidos acima dos 25% previsto pelo
SWGTOX, os valores foram considerados aceitos pois apresentaram imprecisdo e
inexatidao abaixo +20% (vide item 4.3 — Results and Discussion, table I1).

Quanto a baixa estabilidade de alguns analitos, a literatura descreve os
farmacos olanzapina e bupropiona como instaveis. De acordo com Bishop-Freeman e
colaboradores (94), ap6s 30 dias, a bupropiona degradou a temperatura ambiente,
mas amostras armazenadas em freezer apresentaram maior estabilidade. A
degradacédo da olanzapina varia de acordo com a matriz de escolha e condi¢des
fisicas de armazenamento. Andreassen e colaboradores (95) observaram que a
exposicao aos raios ultravioleta causa degradacao significativa, recomendando que
as amostras fossem protegidas da luz. Infelizmente, durante a realizagdo deste
trabalho, a extracdo das amostras foi realizada na bancada com exposicéo direta a
luz. Uma alternativa é a andlise de produtos de biotransformacéo que apresentam
maior estabilidade.

Em comparacdo com estudos publicados (96-99) que utilizaram uma
modificacdo ou miniaturizacdo do QUEChERS para extracdo de amostras de sangue
total ou postmortem, a técnica utilizada nesse trabalho obteve melhor recuperacéo,
porém foi menos exato, mais impreciso para andlises interdia e obteve valores
aproximados de imprecisao intradia. As diferencas na exatidéo e precisdo podem ter
ocorrido por variagdes no equipamento ou por influéncia na pipetagem do analista de

um dia para outro. O efeito matriz foi superior do que na maioria dos estudos
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comparados: Usui e colaboradores (96) também analisaram levomepromazina e
olanzapina e, apesar de valores abaixo de +25%, esses analitos também foram
responsaveis pelos maiores valores para esse parametro. Orfanidis e colaboradores
(99) obtiveram valores menores para de efeito matriz em relagéo a olanzapina, porém
outros analitos como bupropiona, citalopram e zolpidem, resultaram em valores acima
de £25%. As diferencas nas etapas de extracdo entre esse trabalho e os demais
foram: adicdo do sal apds a transferéncia do sangue para o tubo de polipropileno (97—
99), proporcdo entre amostra e solvente utilizado para precipitacdo de proteinas (96—
98), utilizacdo combinacéao diferente de sal de QUEChERS (98,99), execucao da etapa
de limpeza (96,97) e secagem da amostra com posterior ressuspensao antes da
injecdo (98). Outra caracteristica importante apresentada pelo micro-QUEChERS é a
utilizacdo de menores volumes de amostra - 0 que é particularmente importante em
casos de amostras de casos forenses que possuam baixo volume de sangue
disponivel, como corpos carbonizados, por exemplo — e de solventes, mostrando ser
uma técnica que gera menos residuos toxicos e, portanto, ambientalmente mais
correta.

A miniaturizacdo do QUEChERS se mostrou uma técnica eficiente para a
andlise quantitativa de 42 SPA em amostras de sangue postmortem. A comparacao
entre os diferentes preparos de amostras utilizados, mostrou que o micro-QUEChERS
obteve melhores valores de recuperacao, acima de 85,9% contra 58% da precipitacéo
de proteinas; extratos mais limpos, refletindo em menor necessidade de manutencéo
do aparelho e maior vida util da coluna cromatogréfica; utilizacdo de menor volume de
solvente extrator; e, utilizacdo de menor volume de amostra. O tempo dispendido nas
duas técnicas de preparo sédo similares, quando da aquisicdo de sais para 0 micro-
QUEChERSs ja separados em tubos de polipropileno, do contrario, a miniaturizacdo se
mostra mais demorada devido ao preparo da mistura dos sais e posterior pesagem.

Ademais, o protocolo de preparo por micro-QUEChERs obteve boa
correlacdo e inexatiddo (<17,3%) na analise de controles certificados de
antidepressivos triciclicos em plasma, mostrando que essa técnica também pode ser

aplicada em amostras de in vivo.
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6. CONCLUSAO

Foi desenvolvido um método analitico quantitativo com preparo de
amostras baseado em precipitacdo de proteinas para analise de fentanil e seus
analogos em amostras de sangue postmortem por CL-EM/EM. Quando aplicado a
amostras reais, 0 método se mostrou eficiente para a analise das 8 substancias.
Ademais, dois métodos analiticos quantitativos baseados na técnica de extracéo por
micro-QUEChERS para andlise de 1) antidepressivos, antipsicoticos e seus produtos
de biotransformacéo e 2) benzodiazepinicos, sedativo-hipnético e seus produtos de
biotransformag&o em amostras de sangue postmortem por CL-EM/EM também foram
desenvolvidos e validados. Os métodos baseados na técnica de micro-QUEChERS
foram aplicados a anélise de amostras reais doadas pelo NTF/IML/SPTC e/ou IAPF,
comprovando a eficiéncia para a analise das diferentes classes de SPA e sua possivel

aplicabilidade a rotina desses laboratorios de toxicologia forense.

Quando comparado a precipitacdo de proteinas, o micro-QUEChERS utiliza
menores volumes de amostra e solventes extratores e, por isso, € uma técnica mais
ambientalmente correta por produzir menos residuos. O método de micro-QUEChERS
obteve melhores valores de recuperacdo (eficiéncia de extracdo) do que outros
estudos que utilizem o QUEChERs para amostras de sangue total ou do que a
precipitagdo de proteinas, além de fornecer extratos mais limpos quando comparado
a esta ultima. Também ha maior facilidade de transferéncia do extrato para o frasco
de vidro ambar e posterior andlise, uma vez que resulta em uma melhor separacao

entre as fases organica e aquosa.
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8. APENDICES

8.1. Artigo publicado

Além do projeto apresentado a Comisséo do Programa de Pdés-graduacéo
em Farmacologia da Faculdade de Ciéncia Médicas, Universidade Estadual de
Campinas (FCM/Unicamp), durante o doutorado também foi desenvolvido um trabalho
em parceria com a Policia Federal (PF) e com a SPTC, a fim de avaliar o perfil de
agonistas sintéticos de receptores canabinoides (SCRAS) em papéis apreendidos em
prisdes brasileiras. Cinquenta e seis amostras apreendidas entre 2016 e 2020 foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS),
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier utilizando um sensor
de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-QTOF) ou ressonancia magnética
nuclear (RMN). A maioria das apreensdes ocorreram entre 2019-2020, sendo
identificados 6 diferentes SCRAs com prevaléncia de indazol-3-carboxamidas
(MDMB-4en-PINACA) e indol-3-carboxamidas (5F-MDMB-PICA), assim como
observados na Europa e EUA. Acreditamos que os dados sobre a prevaléncia dos
SCRAs em prisOes podem ajudar na determinagao dos riscos de segurancga, protecao
e saude levando a efeitos positivos tanto para os presos, quanto funcionarios e o
proprio ambiente prisional.

Os resultados deste trabalho foram publicados na revista Forensic
Toxicology [V. 40, pg. 119-124, 2022], https://doi.org/10.1007/s11419-021-00586-7.

Essa foi a primeira publicacdo Latino-americana a discutir o perfil de SCRAs em

apreensbes do sistema penitenciario. O texto do manuscrito publicado sera

apresentado a segquir.

Forensic Toxicology (2022) 40:119-124
https://doi.org/10.1007/511419-021-00586-7
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Abstract

Purpose Synthetic cannabinoid receptor agonists (SCRAs) are a class of varied
compounds that mimic the effects of natural cannabinoids found in cannabis. Because
they have a wide range of diverse structures, they vary widely in their potency. The
abuse of new psychoactive substances (NPS) in prisons was reported in many
European countries and in the USA. In the present study, we have described the
identification of SCRAs in 56 infused paper sheet samples, seized in Brazilian prisons
between 2016 to 2020.

Method The materials were seized by local or federal law enforcement and analyzed
by Sdo Paulo State Scientific Police or Brazilian Federal Police using gas
chromatography—mass spectrometry, attenuated total reflection—Fourier-transform
infrared spectroscopy, liquid chromatography—high resolution mass spectrometry (LC-
QTOF) or nuclear magnetic resonance spectrometry.

Results Most of these samples (87.5%) were seized in 2019-2020; seven different
SCRAs were identified in samples, and the most frequently identified substances were
MDMB-4en-PINACA (23.6%) and 5F-MDMB-PICA (36.4%), the newest SCRAs

emerging recently.

Conclusions As observed in Europe and the USA, Brazil also shows the prevalence of
indazole-3-carboxamides and indole-3-carboxamides among SCRAs seizures in the
prison system. This phenomenon is spreading all over the world at this moment. These
data on the prevalence could help to alert judicial authorities to shutting down the
introduction of NPS, including SCRAs, into prisons to ensure safety and security for

avoiding health risks of prisoners and staff, leading to positive effects in this population.

Keywords: Synthetic cannabinoids receptor agonists; New psychoactive substances
(NPS); 5F-MDMB-PICA; MDMB-4en-PINACA; Prison
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Introduction

New psychoactive substances (NPS) are illicit substances not controlled by
the 1961 Single Convention on Narcotic Drugs or the 1971 Convention on
Psychotropic Substances, and they are designed to mimic the effects of traditional
drugs such as cannabis, cocaine, and amphetamine, which may pose a public health
threat. Typically, NPS are more potent than the drugs that they mimic and include a
wide and diverse range of chemical structures, even within the same effect group.
Therefore, their pharmacodynamics, pharmacokinetics, and intensity of effects remain
unpredictable and they sometimes have severe adverse health consequences, mostly

neurological symptoms, including death [1-3].

Up to August 2020, over 1000 individual NPS have been reported, and since
2015 more than 500 NPS were reported per year to the United Nations Office for Drugs
and Crime (UNODC) Early Warning Advisory. The main groups of NPS reported are
stimulants and synthetic cannabinoid receptor agonists (SCRAS); these two groups
correspond to 64% of the reports [4].

The growth in the number of substances seems to be stabilizing since 2013,
due to efforts by several countries to curb the advance of the NPS through new
legislation or updates to existing ones, mainly with the aim of making the production,
possession, and supply of a large number of structural analogues illegal [5, 6]. Over
the last ten years, Brazil reported the identification of 116 NPS, being the country that
most reported substances among the region of South America, Central America and
Caribbean [7].

SCRAs are a class of structurally varied compounds that mimic the effects
of natural cannabinoids found in cannabis (mostly A°-tetrahydrocannabinol, THC).
Their pharmacodynamics consists of interaction with human cannabinoid type 1 and
type 2 G-protein coupled receptors, CB1 and CB2. Because they have a wide range of
diverse structures, SCRAs vary widely in their potency and efficacy [5, 8]. The first
synthetic analog was synthesized in 1990 with a potency 100 times the THC, while
identifications of SCRAs in herbal blends sold for recreational use started almost
twenty years later. Nowadays, these NPS also have been detected in powders, infused

paper and e-liquids for be vaped using electronic cigarette [5, 9, 10].
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Convulsions, paralysis, tachycardia, hypertension, myocardial infarction,
arrhythmias, psychosis, auditory and visual hallucinations, agitation, anxiety,
depression, suicidal ideation and self-harm are some of the health risks associated
with SCRASs; diagnoses of bipolar disorder, personality disorders, the onset of
schizophrenia and related disorders have also been associated with the use of these
substances. In addition, regular users exhibit aggressive behavior and other psychotic
symptoms, especially among those already affected by addiction or mental iliness [2,
11]. Recently, cases of vitamin K-dependent coagulopathy and bleeding have been
reported in patients who had smoked SCRAs just before the onset of symptoms, with
hemoptysis, hematuria, epistaxis and mucocutaneous bleeding being the most
common. Biological samples from these individuals indicated the presence of

brodifacoum, a super warfarin rodenticide [12—-14].

Between 2016-2018, half of all NPS cases reported to the UNODC Early
Warning Advisory on NPS — Toxicology Portal (Tox-Portal) involved synthetic opioids
or SCRAs. According to UNODC, 5F-MDMB-PINACA (5F-ADB), 5F-MDMB-PICA and
AMB-FUBINACA (FUB-AMB) were the most frequently reported SCRAs and featured
in fatalities as well as clinical admissions in 2019 as the second most commonly
identified substance in fatal cases (28%) and assessed to have contributed to death in
the majority of cases [6]. 5F-MDMB-PICA was also the most seized SCRAs in EU,
Norway and Turkey in 2017 and the most reported in the first quarter of 2020 by USA
[15, 16]. In Florida - the third-most populous state of the USA - over 56 and 36 kg of
SCRAs were seized in 2016 and 2017, respectively [17].

Most NPS tend to be transient, however, patterns in use of SCRAs among
marginalized, vulnerable and socially disadvantaged groups have been observed,
including homeless people and those in prisons or on probation, especially because of
the low cost, easy availability and high potency of these substances [17]. NPS use in
prisons was reported by USA and 22 countries in Europe, and it features as an
important challenge. It has been classified as the new “drug of choice” among
European prisoners probably due its lack of odor, allowing it to be smoked undetected,
besides avoiding detection by traditional drug screening. Due to its higher potency,
small doses can cause the effects expected by the user, facilitating the smuggling of
these substances into prisons, once the dosage unit can be a piece of 1 cm? (LSD-like

blotter paper), allowing the administration of the drug by other routes such as
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sublingual and in the eye [19]. In Brazil, the Penitentiary Administration Secretariat of
Sado Paulo State reported several attempts of smuggling infused papers containing
SCRAs, usually made by the prisoner's relatives who, in some cases, hide the drug in
their underwear and genitals [20—22]. Moreover, admission of patients from nearby
prisons suffering the effects of NPS misuse has become frequent. This pattern of use
associated with unpredictable pharmacodynamics, high potency and health risks could
lead to serious negative consequences, such as unintentional overdose events and
casualties [1, 3, 16, 23].

The number of cases of self-harm, suicide attempts, aggression, and
ambulance call-outs reached alarming levels, as well as the use of drugs in prisons,
also associated with organized crime, bullying, debt and suicides. Furthermore, family
members and friends of prisoners who are addicted or in debt are coerced to send
money or smuggle more drugs into prisons. Incidents involving NPS also carry a higher
risk of hospitalization as compared with traditional drugs, being associated with a high
prevalence of fatalities [2]. In addition, psychotic events resulting from the use of
SCRAs also affect the prison staff, because users can present hallucinations and
depression, leading to fear, self-harm, suicidal ideations, paranoia, inability to be with
others, and other risky behaviors. Moreover, a study conducted in UK applied a
guestionnaire among professionals working in prisons or related sectors; episodes
involving outbreak of anger, hallucinations and psychosis were the main reasons for

67% of individuals to believe NPS had a significant impact on their work [2].

In the present study, we described the identification of SCRASs in 56 infused

paper sheet samples, seized in Brazilian prisons between 2016 and 2020.

Materials and methods

Fifty-six infused paper sheet samples were seized, between 2016 and 2020,
by the Sao Paulo State Police or Brazilian Federal Police, mainly in the prisons located
in Sado Paulo state. SCRAs were identified in forensic chemistry laboratory by gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS), attenuated total reflection Fourier-
transform-infrared spectroscopy (ATR-FTIR), liquid chromatography-high resolution
mass spectrometry (LC—QTOF-MS) or nuclear magnetic resonance (NMR), according

to laboratories standard operational procedures and the Scientific Working Group for
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the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG) recommendations. Figures 1 and 2 depict
examples of infused paper sheets seized in the Brazilian prison system and submitted

to forensic chemistry analysis.

Results

Several seizures of SCRAs are being carried out in Brazilian prisons over
the years. Since 2016, at least 48 seizures were made in the prisons of Sdo Paulo
state, all of them in infused paper form. During the same period, the Brazilian Federal
Police seized other 6 infused paper samples containing SCRASs. Most of these samples
(87.5%) were seized between 2019 and 2020. Seven different SCRAsS were identified
in samples (Table 1), and the most frequently identified substances were MDMB-4en-
PINACA (23.6%) and 5F-MDMB-PICA (36.4%). In seized samples, more than one
NPS was detected, combining 4F-MDMB-BINACA and 5F-MDMB-PICA; MDMB-4en-
PINACA and 5F-MDMB-PICA; and, ADB-FUBINACA and 25I-NBOH (hallucinogenic
phenylethylamine).

Fig. 1 Infused paper samples seized in Brazilian prison containing 5F-MDMB-PICA
(al) analyzed by Brazilian Federal Police and measuring between 21 to 24 cmz?; (a2)
two sizes of infused paper seized; (b) in blotter paper “LSD-like” analyzed by Technical
Scientific Police of the State of Sao Paulo, each square of approximately 2.5 cmz
represents a typical single dose; (c) samples analyzed by the Technical Scientific
Police of the State of Sao Paulo measuring approximately 9 cm2. Samples had their
size measured with the black scales present in the figure.
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Fig. 2 Infused paper samples seized in Brazilian prison containing (al) MDMB-4en-
PINACA measuring more than 36 cm? (measured with the black ruler present in the
figure), (a2) with material crystallized on the surface of the paper sheet; (b) blotter
paper “LSD-like” analyzed by Brazilian Federal Police containing AMB-FUBINACA.

Table 1 Synthetic cannabinoid receptor agonists (SCRAS) detected in infused paper
samples seized by Sao Paulo State Police and Brazilian Federal Police (2016-2020).

Substance Number of seizures %

4F-MDMB-BINACA 2 3.4
ADB-BUTINACA 2 3.4
AMB-FUBINACA 2 3.4
4F-MDMB-BUTINACA 7 12.1
ADB-FUBINACA 11 19.0
MDMB-4en-PINACA 14 24.1
5F-MDMB-PICA 20 34.5

Discussion

In 2018, approximately 10.7 million people worldwide were held in prisons,
corresponding to almost 0.14% of the global population [1]. Although prisons often rely
on security systems to detect contraband, NPS are usually colorless and odorless, and
are thus able to evade standard detection methods. Moreover, there have been reports
of SCRASs sprayed onto clothing, letters and even children’s drawings sent into prisons,

likely to facilitate contraband and in response to the implementation of prison smoking



113

bans in some countries [2, 5]. According to UNODC, in 2019, 53 different NPS were
reported to UNODC by countries of South America, Brazil being responsible for
approximately 62.2%: SCRAs were the third most reported NPS between 2015-2017

[7]

Norman et al [5, 19] analyzed samples seized by the Scottish Prison Service
in 2018-2019 and urine samples from Pennsylvania (US) prisoners in March and July
2019, being 5SF-MDMB-PICA also the most prevalent SCRAs. According to EMCDDA
[24], between June 2019 and July 2020, almost 15% of police seizures in prisons and
correctional houses from six European countries contained MDMB-4en-PINACA.
Moreover, by September of 2020, this SCRAs was mostly commonly detected in

seizure data from UK and urine samples from German prisoners [19].

Indole and indazole SCRASs have greater potency than THC on activation of
both CB1 and CB: receptors, being high efficacy agonists. Activation of CB1 receptors
leads to the psychoactive effects of cannabinoids, and most of these SCRAs show a
preference for CB1 over CB:2 receptors (1.3 to 20 times) [25]. The 5F-MDMB-PICA is
the most cited SCRAs in UNODC Early Warning Advisory - Tox-Portal, being related
to 128-intoxication cases between 2017 and 2020, from 10 different countries. The
MDMB-4en-PINACA was related to 36 intoxication cases reported to the Tox-Portal,
from 4 different countries (16 cases in the USA), all of them reported in 2020 [26].

Herbal mixtures containing SCRAs are not unusual in Brazilian forensic
reports. However, the detection of these substances in blotter papers or infused
papers, since 2016, has shown a new trend in the use of these NPS [27]. In Brazil,
NPS sold as blotter papers were mostly related to phenethylamine (NBOMe and NBOH
families) [28-30] and few cases of fentanyl analogues (mostly furanylfentanyl) [31].
However, in Brazilian prisons, SCRAs represent a vast majority of NPS found in

infused and blotter paper drugs.

Conclusions

In recent years, the number of SCRAs that have been smuggled into prisons
as infused papers [5, 8, 17, 19] is increasing in Europe (Scotland, England, Wales and
Germany) and USA (Florida), and close monitoring of these seizures could serve as

an early warning for law enforcement, once studies show an alignment between
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SCRAs detected in prisons and the local market. As observed in Europe and the USA,
Brazil also shows the prevalence of indazole-3-carboxamides and indole-3-
carboxamides among SCRAs seizures in the prison system. This data on the
prevalence could help to determine safety, security and health risks for prisoners, staff,
and the prison environment, leading to positive effects in this population. To our
knowledge, this is the first demonstration of SCRAs smuggling into prisons in Latin

America.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp

)

e

v UNICAMP - CAMPUS ) PlaboPorma
CAMPINAS %‘M

T

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Determinagdc de fentanil & seus derivados em amosiras coletadas post mortem, por
cromatografia liquida acoplada 3 espectrometria de massas seguencial

Pesquisador: TAIS BETONI RODRIGUES

Area Temética:

Versio: 4

CAAE: 87316318.0.0000.5404

Instituigio Proponente: FACULDADE DE CIEMCIAS MEDICAS - CERICHS
Patrocinador Principal: Financiaments Proprio

DADOS DO PARECER

Mumerce do Parecer: 3.852.584

Apresentagac do Projeto:

Trata-se de 5::|Ii1::itag.:'m de emenda ac protocolo eriginalmente aprovado em 12/06/2018 sob nimero
2.707.3280. Inlmdu-g:.:'m: O uso de substancias psicoativas (SPA) com finalidade recreacional € habito que
acompanha o homem desde o inicio dos tempos, mas foi a partir da segunda metade século XX que este
uso abusivo passou a aumentar vertiginosamente. De acordo com mais recente relatario do Escritdrio das
NE?EEE Unidas scbre Drogas e Crime (em inglés, United Mations Office for Drug and Crime, UNODC), 246
milhdes de pessocas, ou 5% da populacido com idade entre 15 & 64 anos, utilizou alguma SPA ilicita durante
o ang de 2013. Dentre as diversas classes gue s30 enguadradas como SPA, pode-se citar os
antidepressivos (triciclicos, inibidores seletivos de recaplagﬁn de serofonina), sedativos e hipnoticos
(benzodiazepinicos, barbitiricos), anestesicos, analgésicos (opicides), enfre cutros. Tambem fazem parte
das SPA, as substancias de abuso classificadas como licitas ou ilicitas, popularmente conhecidas por
"drogas de abuse”™. Estas podem ser classificadas em estimulantes do SMC (cocaina, anfetamina, cafeina,
nicotina), depressoras do SMNC (alcool etilico, heroina, solventes), alucinogenas (LSD, mesecalina),
perturbadoras do SNC (canabindides), drogas de agdo mista ou entactdgenas (MDMA). As SPA possuem
agao neurcbiclogica, cujo principal mecanismo da dependéncia envelve o lobo frontal e o sistema limbico,
as all.erag‘.::':EE nos circuitos dessa regido estabelece uma pl'in:urizal;ﬁn dos estimulos relacionados ac uso de

SPA frente aos demais. A partir disso, o individuo ndo identifica nenhuma
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atividade ou estimulo como t30 prazerosa quanto o uso da SPA. As novas substincias psicoativas (em
inglés, new psychoactive substances, NPS), sdo substancias ow misturas de substancias psicoativas
produzidas em laboratarios clandestines, por sintese quimica a partir de substancias precurseras
encontradas ou n3c na natureza. Podem ser sintetizadas ainda por pequenas modificagdes na estrutura de
maoléculas gque possuam atividade bioldgica conhecida. As NPS s3o conhecidas popularmente como legal
highs, termo gque delineia uma caracteristica importante deste grupo de drogas: proporcionar ao Usuario
efeitos semelhantes aos produzidos pelas drogas de abuso “tradicionais”, porém sem a classificagdo de
substancia ilicita ou controladas intemacionalmente, como a cocaina, metanfetamina, MOMA, LSD, ete. O
termo “novas” nac se refere necessariamente a substancias recem inventadas, uma vez que muitas delas
foram sintetizadas pela primeira vez ha mais de 40 anos. De acordo com a UNODC, s3o consideradas NPS
aquelas substincias narcoticas ou psicotropicas, em sua forma pura ou preparada com ouiras substancias e
excipientes, & gue ndc eram controladas pela Convengao Unica de Entorpecentes (1861) ou pela
Cclmreng.:'i-:- de Substincias Psicotropicas (1871). Desde 1987, mais de 200 novos compostos psicoatives
foram relatados, & a3 cada ano cresce o nimers de NPS no mercado ilegal. Estimativas atuais sugerem que,
em media, uma nova NP3 esta disponivel on-line na Uni3o Européia todas as semanas. Hipotese: Espera-
se encontrar casos de more relacionadas ao uso abusive de antidepressivos, antipsicdticos e fentanil ou de
seus dervados no estado de 530 Paulo, como observado em outros paises. Além de criar um método eficaz
para verficagio das concentragies sanguineas destas substancias. Metodologia Proposta: Realizaremos o
desenvolvimento e validagio de método analitico, seguindo as recomendagies do Scientific Working Group
for Forensic Toxicology (SWGTOX), utilizaremeos 20 amostras de sangue brancos (amostras que
apresentaram resultados negative para opicides), nas quais serdo adicionados os analitos de interesse em
concentragies conhecidas, sendo estas fornecidas pelo Nicleo de Toxicologia Forense (MTF) do Instituta
Medico-Legal, Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica de S3c Paulo. Apos esta etapa de
desenvolvimento e ualida-;ﬁn, o metodo passara a monitorar estes toxicantes na rotina do NTF. © preparo
de amostras foi previamente testado, & serd baseado remogio de proteinas por precipitagdo com acstonitrila
gelada antes da analise cromatografica. Os extratos no procedimento descrito acima serdo analisados em
cromatagrafo liqguido acoplado a espectrdmetre de massas sequencial (LC-MS/MS) models LCMSED40
(Shimadzu, Kycte, Jap3o). equipado com coluna cromatografica Atlantis-T3 celumn. O espectrometro de
massas sera programado para aquisig.:'m em maodo multiple reaction monitoring (MEM), sendo selecionadas

pele menos duas transigdes por analito. A ionizagdoe serd realizada por
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electrospray, em modo positivo.

Objetive da Pesquisa:
Objetivo Primario: O objetivo deste projeto & desenvolver um método baseado em cromatografia liguida

acoplada & espectrometria de massas sequencial (LC-M3/MS) para determinacio de antidepressives,

antipsicoticos estabilizadores de humor & fentanil & seus analogos em amostras de sangue total coletadas

durante sessies de necropsia realizadas no Instituto Médico-Legal de 530 Paulo. Metodologia Proposta:

Realizaremos o desenvolvimento & validagio de método analitico, seguindo as recomendagies do Scientific
Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX), utilizaremos 20 amostras de sangue brancos (amostras
que apresentaram resultados negativo para opidides), nas guais serdo adicionados os analitos de interesse
em concentragdies conhecidas, sendo estas formecidas pelo Nicleo de Toxicologia Forense (NTF) do
Instituto Médico-Legal, Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica de S3c Paulo. Apds esta etapa de
desenvalvimento & validagio, o método passard a8 monitorar estes toxicantes na rotina do NTF. O preparo
de amostras foi previamente testado, & serd baseado remocio de proteinas por precipitagdo com acetonitrila
gelada antes da anélise cromatografica. Os extratos no procediments descrito acima serdo analisados em
cromatografo liguido acoplado a espectrdmetro de massas sequencial (LC-MS/MS) modelo LCMSED40
(Shimadzu, Kyoto, Japic), equipado com coluna cromatografica Atlantis-T3 column. O espectrémetra de
Massas Serd programado para aquisicio em modo multiple reaction monitoring (MRM), sendo selecionadas

pelo menos duas transigdes por analito. A ionizagdo sera realizada por electrospray, em modo positiva.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Mantidos em rEIa:_F.:'i-:- ao projeto crginal.
Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
Esta versio & uma emenda ao protocolo aprovado em 12/08/2018 via parecer n® 2.707.260 com a seguinte
justificativa: “Inclusdo de 2 (dois) pesguisadores a equipe de pesquisa: Prof. Dr. Jandyson Machado Santos
e 3 doutoranda Jacqueline de Morais Campelo.”
Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Fara a elaboragdo deste parecer foi analisado o seguinte documento:
"PBE_I NFGHMA@&ES_BASICAS_ 1488528_E2. pdf”.

Recomendagoes:
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

A solicitagdo de emenda foi apresentada e justificada de forma adequada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- 0 participante da pesguisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel). - O participante da pesguisa tem a liberdade de recusar-se a
participar ou de retirar seu consentimento em qualguer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem
prejuize ao seu cuidado (quandeo aplicavel). - O pesguisador deve desenveolver a pesguisa conforme
delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador considerar a8 descontinuagdo do estudo, esta deve ser
justificada e somente ser realizada apos analise das razfes da descontinuidade pelo CEF gue o aprovou. O
pesquisador deve aguardar o parecer do CEFP quanto a dEE-:::-r'ltinu.agEu, exceto quando perceber risco ou
dano ndo previsto aoc participante ou gquando constatar a superoridade de uma estratégia diagnastica ou
terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo
imediata com intuito de proteger os paricipantes. - O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos
ou fatos relevantes que alierem o curso normal do estudo. E papel do pesguisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorride (mesmo que tenha sido em outro centro) e
enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Macional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu
posicionamento. - Eventuais mnl:l'rﬁn.agﬁ-ee, ou emendas ao protocole devem ser apresentadas ao CEF de
forma clara e sucinta, identificando a parte de protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando
a aprovagdo do CEF para continuidade da pesguisa. - Em caso de projetos do Grupe | ou |l apresentados
antericrmente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também & mesma, junto com o
parecer aprovatoro do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial. - Relatorios parciais e final devem ser
apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste parecer de aprovacdo € ao témino do
estudo. -Lembramos que segundo a Resolugdo 486/2012 | item X1 2 letra e, "cabe ao pesquisador
apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momenta®. -0 pesquisador deve manter
os dados da pesquisa em arguive, fisico ou digital, seb sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5

anos apos o terming da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Pastagem Autor Situagao
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Basicas do Projeto | _E2. pdf 15:44:35 Acaito
Projeto Detalhado | | Projeto_Mestrado_Tais_JLC_wd. pdf DRDE2018 | TAIS BETOMNI Aceito
Brochura 13:40:45 |RODRIGUES
Investigador
Ourtros Declaracan_Aprovacao SPTC. pdf 11/08/2012 |Renata Mara dos Aceito
10:31:53 | Santos Celeghini
Outros Carta_resposta_(CEP.pdf OB/ME/2018 |TAIS BETOMNI Aceito
18:18:12  |RODRIGUES
Ourtros Declaracan_anuencia_pesquisa_WNTF_D| O0E/DE2018 |TAIS BETOMI Aceito
rWicior. pdf 176548 |RODRIGUES
Dutros Carta CCETP_SPTC.pdf 100472018 | TAIS BETOMI Aceito
10:34:57 |RODRIGUES
Folha de Rosto Folha_rosto_ CEP.pdf 10/04/2018 | TAIS BETOMI Ageito
10:25:33 |RODRIGUES
Dutros AtestadoMatricula.pdf 100472018 | TAIS BETOMI Aceito
10:21:48 |RODRIGUES
Projeto Detalhado | | Projeto_Mestrado_Tais_JLC_w3. pdf 10/04/2018 | TAIS BETOMI Aceito
Brochura 10:1848 |RODRIGUES
Investigador

Situagac do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mao

CAMPINAS, 21 de Feverein de 2020

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordemnadona))
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ANEXO 2: Autorizacdo da Editora (Journal of Analytical Toxicology) para a
inclusdo do artigo natese

After publication

After publication you may reuse the following portions of your content without obtaining
formal permission for the activities expressly listed below:

* one chapter or up to 10% of the total of your single author or co-authored book,

* a maximum of one chapter/article from your contribution to an edited book or collection
(e.g. Oxford Handbooks),

* a maximum of one chapter/article of your contribution to an online only, or digital
original publication, or

« three figures/illustrations/tables of your own original work
QUP is pleased to grant this permission for the following uses:
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